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As leishmanioses são um grupo de doenças causadas pelo parasita protozoário 
Leishmania sp. Na Bacia mediterrânica, Leishmania infantum, é a principal espécie 
causadora de leishmaniose visceral, a forma mais severa da doença, sendo L. major um 
dos agentes etiológicos da leishmaniose cutânea. Apesar de se considerar que estes 
parasitas têm uma reprodução essencialmente clonal, nos últimos 20 anos tem vindo a 
ser descrita a recombinação genética entre diferentes estirpes e espécies, com ocorrência 
de híbridos naturais, quer no Velho quer no Novo Mundo. Recentemente, em Portugal, 
foram isoladas e identificadas pela primeira vez, estirpes híbridas de L. infantum/L. 
major. 
O presente estudo teve como principais objetivos, a pesquisa de “novas espécies” de 
Leishmania e a análise do comportamento “in vitro” de estirpes parentais e híbridas de 
L. infantum e L. major. 
Numa primeira parte do trabalho efetuou-se a cultura e pesquisa de DNA de Leishmania 
sp., em amostras de sangue medular de 229 cães provenientes de uma região endémica 
de Portugal, utilizando diferentes marcadores moleculares (kDNA, ITS1 e SSU rRNA) 
e protocolos de PCR. Não foi encontrado DNA de espécies híbridas, tendo-se no 
entanto, identificado DNA de Leishmania sp. em 45,85% (105/229) das amostras, 
incluindo cães sem sinais clínicos. 
Na segunda parte do trabalho, realizaram-se diversos ensaios “in vitro” com estirpes 
híbridas naturais L. infantum/L. major e parentais L. infantum e L. major. Em condições 
normais de crescimento, observou-se um padrão de crescimento distinto para cada 
estirpe estudada. Em condições de “stress” oxidativo, destacou-se uma diferença 
significativa entre as duas estirpes híbridas estudadas. Em condições de “stress” 
nutricional, as estirpes não apresentaram diferenças entre si. Após avaliação da 
suscetibilidade das estirpes na presença de Anfotericina B, todas se mostraram 
suscetíveis, com concentrações inibitórias (CI50) entre 0.21 e 1.15 μg/mL. Após infeção 
em linhas celulares monocíticas, não se verificaram diferenças estatisticamente 
significativas na taxa e intensidade de infeção das estirpes híbridas em comparação às 
putativas parentais. 
Os resultados obtidos, contribuíram para um melhor conhecimento sobre o 
comportamento biológico destas estirpes híbridas naturais L. infantum/L. major. Estas 
demonstraram um comportamento “in vitro” intermédio, relativamente às estirpes 
parentais. Estes resultados poderão servir de base para o desenvolvimento de outros 
estudos com estas “novas espécies”, nomeadamente estudos de patogenicidade “in 
vivo” e o papel de biomarcadores de virulência, que permitam um potencial prognóstico 
da infeção e avaliação do seu risco epidemiológico.  
 











Leishmaniasis are a group of diseases caused by the protozoan parasite Leishmania sp. 
In the Mediterranean Basin, Leishmania infantum is the main species causing visceral 
leishmaniasis, the most severe form of the disease, while L. major is one of the 
etiological agents of cutaneous leishmaniasis. Although it is considered that these 
parasites have essentially clonal reproduction, in the last 20 years it has been described 
genetic recombination between different strains and species, with occurrence of natural 
hybrids in the Old and New World. Recently, in Portugal, for the first time, hybrid 
strains of L. infantum/L. major were isolated and identified. 
The main goals of the present study were the search of "new species" of Leishmania and 
the "in vitro" behavior analysis of hybrid and parental strains of L. infantum and L. 
major. 
In the first part of the work, sample culture and search of Leishmania sp. DNA in 229 
canine bone marrow blood samples were performed, from an endemic region of 
Portugal, using different molecular markers (kDNA, ITS1 and SSU rRNA) and PCR 
protocols. No DNA of hybrid species was found, although it has been identified 
Leishmania sp. DNA in 45.85% (105/ 229) of samples including dogs with no clinical 
signs. 
In the second part of the work, several "in vitro" tests were performed, using both, 
natural hybrid L. infantum/L. major and parental L. infantum, L. major strains. In 
normal growth conditions, a distinct growth pattern for each strain studied was 
observed. Under oxidative stress conditions, the highlight was a significant difference 
between the two hybrid strains studied. Under nutritional stress, the strains showed no 
differences. After in vitro susceptibility to Amphotericin B, all strains were susceptible, 
with inhibitory concentrations (IC50) between 0.21 and 1.15 μg/mL. After infection of 
monocytic cell lines, no statistically significant differences were observed in the rate 
and intensity of infection of the hybrid strains in comparison to the putative parents. 
The obtained results contributed to a better understanding of the biological behavior of 
these natural hybrid L. infantum/L. major strains. They demonstrated an intermediate 
"in vitro" behavior compared to their parental strains. These results may serve as a basis 
for the development of other studies with these "new species", namely “in vivo” 
pathogenicity studies and the role of known virulence biomarkers, allowing a potential 
prognostic of infection and evaluation of its epidemiological risk. 
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Este estudo teve como objetivo principal, a identificação de “novas espécies” de 
Leishmania e a análise do comportamento “in vitro” de estirpes parentais e híbridas de 
Leishmania infantum e L. major. 
 
Como objetivos específicos pretendeu-se: 
 
- Pesquisar a presença de parasitas Leishmania sp. em amostras de sangue medular 
canino, através de cultura e diferentes protocolos de PCR; 
 
- Comparar “in vitro” as estirpes parentais e híbridas de Leishmania em termos de i) 
padrões de crescimento, ii) viabilidades parasitárias sob condições de “stress” oxidativo, 
iii) “stress” nutricional. 
 
- Comparar a suscetibilidade “in vitro” das estirpes parentais e híbridas de Leishmania 
ao fármaco Anfotericina B. 
 
- Avaliar a citotoxicidade da Anfotericina B em linha celular monocítica e determinar o 
índice de seletividade para as estirpes estudadas. 
 











CAPÍTULO I - INTRODUÇÃO 
 
1. Etiologia e Nota Histórica 
 
Devido ao seu pequeno tamanho, não foi possível reconhecer a existência de 
protozoários até à invenção e utilização do microscópio por Antoine van Leeuwenhoek, 
no final do século XVII. O estudo destes parasitas, só começou verdadeiramente cerca 
de dois séculos mais tarde, após a descoberta das bactérias e o estabelecimento da teoria 
dos germes de Pasteur e seus colaboradores no final do século XIX (Cox, 2002). 
Na entrada do século XIX os investigadores Cunningham, Borovsky, Leishman, 
Donovan, Wright, Lindenberg e Vianna, identificaram independentemente o parasita 
causador das leishmanioses, ao qual Ronald Ross atribuiu em 1903 o nome genérico de 
Leishmania (WHO, 2010a). 
Naturalmente, as infeções por Leishmania já existiam muito antes da identificação 
formal do agente causal. Em documentos, pinturas e esculturas antigas, em alguns casos 
datados de 2500 a.C., é indiciada a presença daquilo que hoje se acredita tratar de lesões 
cutâneas e sinais de leishmaniose (Cox, 2002). 
As leishmanioses são um grupo de doenças causadas por protozoários intracelulares da 
ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, do género Leishmania Ross, 1903. 
Estes parasitas infetam o sistema fagocítico mononuclear do hospedeiro mamífero e são 
transmitidos através da picada de insetos vetores flebotomíneos da família Psychodidae, 
género Phlebotomus Rondari, 1843 ou Lutzomyia França, 1924. 
A procura do vetor de transmissão foi longa, tendo apenas no início dos anos 20 sido 
demonstrado experimentalmente o potencial de transmissão do género Phlebotomus 
pelos irmãos Sergent (Sergent et al, 1921) no Velho Mundo, e em 1922 o género 
Lutzomyia no Novo Mundo (citado por Cox, 2002). O verdadeiro mecanismo de 
transmissão – a picada do flebótomo – foi apenas demonstrado em 1941 (Adler et al, 
1941). 
  






Presentemente, estima-se que 350 milhões de indivíduos de 98 países em todo o mundo, 
estejam em risco de contrair a doença. A incidência anual de novos casos estima-se ser 
entre os 0,2 e 1,2 milhões. Em numerosos países subdesenvolvidos, esta parasitose 
continua a ser um problema de saúde pública, constituindo a 9ª maior causa de doença 
do grupo das doenças infeciosas (Alvar 2012; Desjeux, 1999). 
O género Leishmania inclui cerca de 30 espécies diferentes, a maioria das quais infeta 
humanos, sendo responsáveis por várias formas da doença, sendo as mais frequentes 
leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutânea (LC) e leishmaniose mucocutânea 
(LMC) (Tabelas 1 e 2). 
As espécies de Leishmania circulam em focos naturais de infeção, onde um inseto 
fêmea hematófago, atuando como vetor – flebótomo - e um reservatório – mamífero –
coexistem. A distribuição geográfica destas doenças está relacionada, por um lado, com 
as espécies de flebotomíneos na qualidade de vetores e, por outro, com a sua bio-
ecologia e condições de desenvolvimento interno do parasita (Dedet e Pratlong, 2003). 
  




Tabela 1 – Principais espécies de Leishmania causadoras de Leishmaniose visceral e 
Leishmaniose cutânea no Velho Mundo, distribuição geográfica, hospedeiros 










L. infantum LV, LC 
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Cães, Gatos e 
Humanos 
L. donovani LV 
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L. major LC 




Quénia, Sudão e 
Índia 
Roedores 









L. aethiopica LC 
Etiópia, Quénia 
e Uganda Roedores 
LV, Leishmaniose Visceral; LC, Leishmaniose Cutânea. Na tabela, estão apenas 
referidas as espécies mais comuns de importância médico-veterinária. 
  




Tabela 2 – Principais espécies de Leishmania causadoras de Leishmaniose visceral e 
Leishmaniose cutânea no Novo Mundo, distribuição geográfica, hospedeiros 
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L. naiffi LC América do Sul Tatus 



















LV, Leishmaniose Visceral; LC, Leishmaniose Cutânea; LMC, Leishmaniose 
Mucocutânea; EUA, Estados Unidos da América. Na tabela, estão apenas referidas 
as espécies mais comuns de importância médico-veterinária. 
  




2.1. Formas clínicas 
 
A expressão clínica das leishmanioses está relacionada com o tropismo das espécies de 
parasitas e depende não só do potencial genotípico destes, mas também do estado 
imunológico do hospedeiro. 
 
2.1.1. Leishmaniose visceral 
 
A LV, também conhecida como Kala-azar (febre negra), foi inicialmente descrita no 
final do século XIX, na Índia e é a forma mais severa da doença, sendo responsável por 
cerca de 40.000 mortes anuais (Alvar et al, 2012; Laveran e Mesnil, 1903). 
Encontra-se em 54 países, sendo que mais de 90% dos casos globais de LV ocorrem em 
6 principais países: Índia, Bangladesh, Sudão, Sul do Sudão, Brasil e Etiópia (Figura 1). 
A incidência anual de novos casos estima-se ser entre os 0,2 e 0,4 milhões. 
 
Figura 1 – Distribuição geográfica de Leishmaniose visceral no Velho e Novo Mundos 
(Adaptado de: WHO, 2010b). 
 




L. infantum e L. donovani são os agentes causadores de LV. Na Bacia Mediterrânea, 
Norte de África, Ásia Central e Noroeste da China as infeções são causadas por L. 
infantum e os cães representam o principal reservatório, apesar de existirem algumas 
descrições que a infeção pode ocorrer em cães selvagens no Médio Oriente, em raposas 
no sul da Europa (Abranches et al, 1986) e norte de África (Dedet e Pratlong, 2003) e 
chacais na Ásia (Hamidi et al, 1982). 
Na Bacia mediterrânica, L. infantum zimodeme MON-1 é o agente mais comum de LV 
humana e leishmaniose canina (Lcan) (Pratlong et al, 2004; Gramicia et al, 1992). A 
identificação e diferenciação de espécies e sub-espécies de Leishmania em zimodemes, 
através da tipagem isoenzimática, é, presentemente, a forma “standard” de classificação 
universalmente aceite. Este tipo de classificação tem por base a mobilidade 
eletroforética de isoenzimas onde os grupos de isolados de Leishmania com o mesmo 
perfil isoenzimático se designam por zimodemes (Rioux et al, 1990). O reagrupamento 
de estirpes Leishmania em zimodemes, assinaladas como unidades taxonómicas 
operacionais, permite o cálculo de índices de similaridade e proximidade filogenéticas. 
L. donovani está presente na Índia, Paquistão, Oeste da China, Sudão, Somália, Etiópia 
e Quénia. A sua transmissão é essencialmente antroponótica, apesar do gado e roedores 
poderem funcionar como reservatórios do parasita (Dedet e Pratlong, 2003; Lainson e 
Shaw, 1987). 
No Novo Mundo o único agente causador de LV é L. infantum (syn. L. chagasi) 
(Maurício et al, 1999) e encontra-se na América Central e na América do Sul, 
particularmente em zonas rurais, onde o cão atua como principal reservatório. 
Ao longo de toda a sua área de distribuição, a LV causada por L. infantum, é 
frequentemente diagnosticada em crianças com idades inferiores a quatro anos, 
enquanto L. donovani pode infetar indivíduos de qualquer idade, mas sobretudo jovens 
adultos (Beaver et al, 1984). 
Trata-se de uma infeção sistemática, na qual o parasita invade as células do sistema 
fagocitário mononuclear, especialmente os órgãos vitais como o baço, fígado, medula 
óssea e gânglios linfáticos. Os sintomas variam entre os indivíduos infetados, que 
poderão apresentar desde febre intermitente, dor abdominal, diarreia, anemia, caquexia, 
pancitopenia, hiperproteinemia a hepatoesplenomegalia (Figura 2) (Chappuis et al, 
2007). A evolução da doença é progressiva, podendo ser fatal se não for tratada. Os 








Figura 2 – Caso típico de 
Leishmaniose visceral com 
malnutrição e hepatoesplenomegalia 
(Fonte: OWH, 2012). 
 
Nas últimas décadas, tem-se observado um crescente aumento do número de casos de 
leishmaniose diagnosticados em indivíduos imunodeprimidos co-infetados com o vírus 
da imunodeficiência humana (VIH) (Campino et al, 1997). Neste caso são frequentes as 
manifestações clínicas atípicas, ocorrendo envolvimento de tecidos e orgãos que não 
são usualmente atingidos, tal como a pele. 
 
2.1.2. Leishmaniose cutânea 
 
É mais amplamente distribuída, com cerca de um terço dos casos ocorrendo em três 
principais regiões: América, Bacia Mediterrânea e Ásia Ocidental (Figura 3). Os 10 
principais países com a maior estimativa de casos, Afeganistão, Algeria, Colombia, 
Brasil, Irão, Síria, Etiópia, Norte do Sudão, Costa Rica e Perú, juntos contam com mais 
de 70 a 75% da incidência global de LC. A incidência anual de novos casos estima-se 
ser entre os 0,7 e 1,2 milhões (Alvar et al, 2012). 




No Velho Mundo, L. major é o principal agente etiológico responsável por LC no norte 
de África, Oriente Médio, Península Arábica, Quénia, Sudão e Índia. Apresenta uma 
transmissão zoonótica, principalmente através de hospedeiros roedores. L. tropica é 
também um agente de LC, fundamentalmente em áreas urbanas e está essencialmente 
restringida a humanos. Encontra-se na Grécia, Sérvia, Roménia, Turquia, Afeganistão, 
Norte de África, Médio Oriente e algumas regiões da Ásia Ocidental. L. aethiopica 
pode ser encontrada na Etiópia, Quénia, e Uganda. Esta espécie causa LC difusa e os 
principais reservatórios incluem gado e roedores. 
Apesar de ser mais frequentemente associada a LV, no início do século XXI, L. 
infantum foi identificada como agente causador de LC no Sudoeste da Europa 
(Campino e Abranches, 2001). No Norte de África, onde L. major e L. tropica são 
responsáveis por LC, também alguns isolados de lesões cutâneas foram igualmente 
identificados como L. infantum (Gramicia et al, 1991). A LC é maioritariamente 
causada pelos zimodemes MON-11, MON-29, MON-33, MON-78 e MON-111 
(Gramicia et al, 1992). 
No Novo Mundo a LC pode ser causada por L. mexicana, L. amazonensis, L. 
braziliensis, L. peruviana, L. panamensis, L. guyanensis, L. shawi, L. naiffi e L. 
lainsoni. L. mexicana encontra-se desde o Sul dos Estados Unidos à Colômbia, 
enquanto L. amazonensis está mais restrita à América do Sul. L. braziliensis é o 
principal agente causador de LMC na América Central e na América do Sul. Na mesma 
região, são também responsáveis pela forma cutânea, as espécies L. peruviana, L. 
panamensis, L. guyanensis, L. shawi, L. naiffi e L. Lainsoni. As espécies de Leishmania 
do Novo Mundo, na sua generalidade, são transmitidas por flebótomos do género 
Lutzomyia e possuem como reservatórios principais, uma grande variedade de animais 
domésticos e selvagens (Dedet e Pratlong, 2003; Grimaldi e Tesh, 1993). 
 




Figura 3 – Distribuição geográfica de Leishmaniose cutânea no Velho e Novo Mundos 
(Adaptado de: WHO, 2010c). 
 
A LC na maioria dos casos tem cura espontânea, sem intervenção externa, embora a 
gravidade da doença e evolução no tempo para a cura possam variar, dependendo da 
espécie do parasita infetante e da natureza da resposta imunológica do indivíduo 
infetado (Farrell, 2002). 
A LC apresenta-se sob duas formas principais: leishmaniose cutânea localizada (LCL) e 
leishmaniose cutânea difusa (LCD) (Figuras 4 A e B). As lesões ocorrem nas partes 
expostas da superfície do corpo acessível aos flebótomos, principalmente na face, mãos, 
antebraços e membros inferiores. A LCL apresenta-se como lesões de pele, geralmente 
num nódulo local, que úlcera e cura espontaneamente, sem o envolvimento de mucosas 
e infeções generalizadas. Em situações de epidemia, a doença tende a ser mais grave, 
com lesões múltiplas que podem provocar cicatrizes desfigurantes e despigmentação da 
pele (Dedet e Pratlong, 2003). A LCD é uma forma rara e de cura difícil. É caraterizada 
por uma não ulceração das lesões iniciais, mas após um período de tempo (meses a 
anos), dissemina-se através da corrente sanguínea para outros locais da pele, produzindo 








Figura 4 – A) Caso típico de Leishmaniose cutânea localizada (Fonte: Dermaamin, 
n.d.), B) Caso típico de Leishmaniose cutânea difusa (Fonte: Calvopina et al, 2006). 
 
2.1.3. Leishmaniose mucocutânea 
 
A LMC, também designada de Espúndia, encontra-se na América Central e Sul, sendo 
uma forma de LC mais agressiva, causada pelos parasitas das espécies L. braziliensis, L 
guyanensis, L. amazonensis e, ocasionalmente, por L. panamensis e L. peruviana. É 
uma zoonose selvagem, caraterística do Novo Mundo, cujos reservatórios naturais são 
pequenos roedores silváticos, preguiças e cavalos. 
Esta forma de leishmaniose desenvolve-se em duas fases: uma lesão cutânea primária, 
semelhante à LC, eventualmente seguida, após um período variável de latência, pelo 
envolvimento das mucosas secundárias (Figura 5) (Dedet e Pratlong, 2003). 
 
A               B 





Figura 5 – Caso típico de 
Leishmaniose mucocutânea 
(Fonte: Shahane, n.d.). 
 
A LMC e as formas mais graves de LC constituem uma epidemia com um impacto 
sócio-económico negativo em populações sub-desenvolvidas, causando graves sequelas 
físicas e psicologicas resultando na maioria das vezes no afastamento da sociedade por 
parte dos indivíduos infetados. 
 
2.2. Leishmaniose em Portugal 
 
Em Portugal, o primeiro caso de leishmaniose foi descrito por Dionysio Alvares em 
1910, numa criança do sexo feminino, de 9 anos de idade, residente em Lisboa 
(Alvares, 1910), sendo este país, um dos primeiros na Europa, a identificar a doença 
(Campino et al, 2012). No ano seguinte, Alvares & Silva demonstraram uma 
prevalência de 2,66% de Lcan na região de Lisboa (Alvares e Silva, 1911). A partir 
desta data, sucederam-se diversas descrições de casos de LV e Lcan (revisto por: 
Campino et al, 2012; Campino e Maia, 2010; Abranches e Pires, 1980). 
Na década de 50, observou-se um aumento acentuado da incidência de LV por todo o 
país, com destaque na região de Trás-os-Montes e Alto-Douro, tendo a doença passado 
a ser de declaração obrigatória (Azevedo, 1960; Ramos e Farinhote, 1952). 




A partir da década de 70, os trabalhos de Carlos Pires, Pedro Abranches e outros 
investigadores do IHMT vieram esclarecer o conhecimento sobre a distribuição, quer do 
vetor e do agente etiológico, quer da prevalência da doença em diversas regiões do país 
(revisto por: Campino et al, 2012; Pires, 2000; Abranches et al, 1993).  
Até ao final da década de 90, apesar de se encontrarem casos esporádicos de LV e Lcan 
por todo o país, foram identificados três principais focos endémicos: Região do Alto 
Douro, Região Metropolitana de Lisboa e a Região do Algarve (Campino e Maia, 
2010). 
Neste país, a leishmaniose tem como agente etiológico L. infantum MON-1, cujo 
reservatório principal é o cão, tendo vindo a ser considerada uma doença 
predominantemente infantil (Campino et al, 2006). Contudo, nas últimas décadas, 
verificou-se uma tendência para a diminuição do número de casos em crianças e o 
aumento da infeção em adultos, principalmente associada a casos de VIH (Campino e 
Maia, 2012; Campino, 1998). Em 1994, tendo em conta o elevado número de casos em 
doentes com sida pertencentes ao grupo de risco de uso de drogas de administração 
endovenosa, levantou-se a hipótese, posteriormente confirmada, que a transmissão do 
parasita através da partilha de seringas e agulhas contaminadas seria possível (Campino 
et al, 1994). 
Desde o início de 2000 até ao final de 2012 foram diagnosticados laboratorialmente, na 
Unidade de leishmanioses do IHMT, 212 novos casos de LV, 82 dos quais em 
indivíduos imunocompetentes (57 crianças e 25 adultos) e 130 em indivíduos 
imunodeprimidos (1 criança e 129 adultos) (Campino L., comunicação pessoal). Entre 
1999 e 2009, foram notificados na Direção Geral de Saúde (DGS), 152 casos de LV, 
dos quais 74 pertenciam à Região Metropolitana de Lisboa, não existindo novos dados 
desde então (Serrada, 2010). Estes números provam a subnotificação da doença por 
parte dos estabelecimentos de saúde, já que, apesar de a LV ser de declaração 
obrigatória desde os anos 50, os números oficiais dos últimos anos apenas abrangem 
cerca de uma dezena de casos por ano em todo o País. 
O número de casos de Lcan tem vindo a aumentar em Portugal, estando esta zoonose 
incluída, desde 2002, no grupo das infeções de notificação obrigatória durante as 
campanhas de vacinação anti-rábica (Campino e Maia, 2010). Pela primeira vez neste 
país, efetuou-se um rastreio de Lcan a nível nacional, tendo-se obtido uma 




seroprevalência global de 6,31%, com áreas onde se atingiu até 17,40% (Cortes et al, 
2012a). 
Apesar da LC ser considerada rara neste País, atualmente, estima-se que sejam 
diagnosticados cerca de 10 novos casos por ano (Campino et al, 2012). Uma vez que é 
frequente a cura espontânea nos casos de LC, provavelmente a maior parte dos casos 
não são diagnosticados. Também nestes casos, o agente etiológico que tem sido 
identificado é L. infantum, a mesma espécie responsável por LV, sendo também 






Os parasitas do género Leishmania são protozoários dimórficos que apresentam no seu 
ciclo de vida duas formas morfológicas: a forma amastigota intracelular (Figura 6), no 
sistema mononuclear fagocítico do hospedeiro mamífero, e a forma promastigota 
flagelada (Figura 7), no trato intestinal do inseto vetor. 
A forma amastigota imóvel, apresenta um corpo redondo ou oval, um diâmetro de 2-6 
μm, contendo um núcleo, um organelo designado cinetoplasto, que contém grande 
quantidade de DNA, e que prolonga a única mitocôndria celular e um flagelo interno. 
Os amastigotas multiplicam-se por divisão binária dentro dos vacúolos de macrófagos 
do hospedeiro vertebrado. 
  





Figura 6 – Formas amastigotas de Leishmania. 
A) Representação esquemática (Adaptado de: Violi, 2010); B) Macrófago com 
amastigotas intracelulares, A= 1000x, Foto: G. Manjate); C, Cinetoplasto; N, 
Núcleo. 
 
A forma promastigota, móvel, apresenta um corpo longo (cerca de 10-20 μm por 2.5-5 
μm), com um núcleo, um cinetoplasto e um longo flagelo livre. 
No decorrer do processo de desenvolvimento, o parasita na forma promastigota 
multiplica-se extracelularmente passando por diferentes formas morfológicas, entre as 
quais: os promastigotas procíclicos, com formas elipsóides, com um flagelo de tamanho 
aproximado ao do corpo celular, e os promastigotas metacíclicos, de corpo mais estreito 
e curto, com um longo flagelo, cerca de duas vezes mais comprido que o corpo celular e 
que lhe confere maior mobilidade (Bates, 1994). Esta forma constitui a fase final do 
desenvolvimento sequencial do promastigota no intestino do vetor e é aquela que é 












Figura 7 – Formas promastigotas de Leishmania. 
A) Representação esquemática (Adaptado de: Violi, 2010); B) 
Promastigotas, A= 1000x, (Adaptado de: TriTryp Portal, n.d.); C, 
Cinetoplasto; N, Núcleo. 
 
3.2. Ciclo de vida 
 
O ciclo de vida do parasita no vetor é um processo complexo que envolve alterações 
comportamentais, morfológicas e bioquímicas e é semelhante para todas as espécies de 
Leishmania. 
No ciclo de vida de Leishmania, a infeção resulta da transmissão do parasita ao 
hospedeiro vertebrado pela picada de insetos hematófagos infetados (Figura 8). Quando 
um inseto vetor fêmea faz a sua refeição de sangue num mamífero infetado com 
Leishmania, os amastigotas intracelulares são ingeridos pelo inseto. Os parasitas 
ingeridos passam diretamente para o intestino médio do vetor onde são envolvidos pela 
membrana peritrófica. Esta membrana encontra-se completamente formada 24 horas 
após a ingestão do sangue e, em resposta ao estímulo sanguíneo, protegendo o epitélio 
do intestino do conteúdo da refeição sanguínea (Blackburn et al, 1988). Com o 
progredir da digestão, as formas amastigotas transformam-se em promastigotas e a 
membrana peritrófica começa a desintegrar-se, libertando os promastigotas para o 
intestino posterior, no caso dos flebótomos vetores do sub-género Viannia, ou para o 









Figura 8 – Ciclo de vida de Leishmania. 1) Promastigotas metacíclicos transmitidos 
durante a refeição sanguínea do flebótomo, 2) Promastigotas metacíclicos fagocitados 
por macrófagos, 3) Transformação dos promastigotas em amastigotas nos 
fagolisossomas, 4) Proliferação da infeção para outras células mononucleares 
fagocíticas, 5) Flebótomo ingere macrófagos infetados, 6) Amastigotas transformam-se 
em promastigotas (Adaptado de: Cuervo et al, 2010). 
 
Os promastigotas livres multiplicam-se intensamente no interior do trato intestinal dos 
flebótomos, passando sucessivamente por várias modificações na sua forma. Após 4 a 5 
dias da ingestão da refeição sanguínea, estas formas diferenciam-se em promastigotas 
metacíclicos, o estado infetante para o hospedeiro vertebrado. Cerca de 9 dias depois 
estes migram para a zona proximal do tubo digestivo (válvula estomodeal), prontos a 
serem inoculados no hospedeiro vertebrado durante a próxima refeição sanguínea, na 
qual, juntamente com a saliva do vetor promovem a sua fagocitose pelos macrófagos 
(Lambson et al, 2002; Sacks e Perkins, 1984). As formas promastigotas, após a 
fagocitose conseguem sobreviver, apesar da exposição a oxidantes altamente tóxicos, 
como o peróxido de hidrogénio (H2O2) e superóxido (.O2-) originados da fagocitose.  
(Wilson et al, 1994). 




Quando o desenvolvimento intracelular dos amastigotas permanece localizado no sítio 
de inoculação (tecido subcutâneo), várias citocinas são libertadas induzindo reações 
celulares que resultam no desenvolvimento de uma lesão localizada de LC. Noutros 
casos, os parasitas disseminam-se para os órgãos do sistema mononuclear fagocitário, 
dando origem a LV (Dedet e Pratlong, 2003). 
Se a infeção for bem sucedida, o ciclo completa-se quando o vetor faz uma nova 




Os parasitas de Leishmania exibem caraterísticas únicas na sua biologia. O 
conhecimento acerca da sua biologia molecular constitui a base para a compreensão das 
alterações morfológicas e bioquímicas de Leishmania e evasão ao sistema imune (Stiles 
et al, 1999). 
O parasita Leishmania possui dois genomas, um representado pelo DNA nuclear, o qual 
difere do DNA de outros eucariotas, e o outro pelo DNA cinetoplastideal (kDNA) que 
se encontra no cinetoplasto. O DNA nuclear contém aproximadamente 35 megabases 
(Mb) e o cariótipo está organizado em 34 a 36 cromossomas, dependendo da espécie. À 
exceção de alguns cromossomas, que se apresentam aneuploides, a diploidia em 
Leishmania está atualmente aceite (Bañuls et al, 2007). Apesar deste parasita possuir 
uma reprodução essencialmente clonal, alguns autores têm vindo a descrever a 
existência de recombinação génica (Tibayrenc e Ayala, 1999). 
O cinetoplasto é um organelo que contém uma importante quantidade de DNA. Consiste 
num disco microscopicamente visível, com 1 a 2 μm de diâmetro, contendo 
aproximadamente 10 Mb de DNA semelhante ao DNA mitocondrial, representando 10 
a 20% do DNA total (Simpson et al, 1987). O kDNA é constítuído por 50 a 100 
maxicírculos que possuem genes codificantes de proteínas mitocondriais e RNA 
ribossomal (rRNA), e cerca de 10 000 a 20 000 minicírculos com sequências que 
variam de 500 pb a 2500 pb (Yurchenko et al, 1999). 
  




3.4. Híbridos de Leishmania spp. 
 
Os tripanossomatídeos que causam doenças humanas (Trypanosoma e Leishmania), 
foram durante muitos anos, considerados estritamente clonais, ou seja, incapazes de 
trocas genéticas, com reprodução confinada a divisão binária (Nolder et al, 2007). A 
sequenciação de um determinado número de genes, demonstrou que estirpes de T. cruzi, 
apresentavam genótipos recombinantes e eram o produto de um ou mais eventos de 
hibridação entre as estirpes naturais desta espécie (Miles et al, 2009). Gaunt et al (2003) 
demonstraram a ocorrência de recombinação genética em T. cruzi, após o cruzamento 
de estirpes trangénicas resistentes a diferentes fármacos e o isolamento de estirpes 
híbridas duplamente resistentes. Também Gibson et al (2008) usaram parasitas T. brucei 
transgénicos, para detetar híbridos, demonstrando que a recombinação genética ocorria 
nas glândulas salivares do vetor.  
Nos últimos anos, em diferentes regiões endémicas, identificaram-se estirpes híbridas 
naturais, ocorrendo essencialmente entre espécies genéticamente próximas. No Novo 
Mundo, foi descrita a presença de híbridos de L. braziliensis/L. panamensis na 
Nicarágua (Belli et al, 1994), de L. braziliensis/L. guyanensis na Venezuela (Delgado et 
al, 1997) e Equador (Bañuls et al, 1999) e de L. braziliensis /L. peruviana no Perú 
(Dujardin, 1995). No Velho Mundo, têm sido observados híbridos de L. major/L. 
arabica (Kelly et al, 1991), e L. infantum/L. donovani (Hide e Bañuls, 2006). Ainda no 
Velho Mundo, foi descrita a existência de estirpes híbridas entre duas espécies 
filogenética e epidemiologicamente distantes, L. infantum/L. major em Portugal (Ravel 
et al, 2006) e híbridos de L. donovani/L. major no Sudão (Hamad et al, 2011). 
Estas estirpes híbridas portuguesas, foram já estudados relativamente ao seu potencial 
de transmissão, tendo sido demonstrado que estes híbridos produziam LPG de L. major, 
permitindo a sua sobrevivência em P. papatasi, vetor este apenas permissivo para L. 
major e não L. infantum (Volf et al, 2007). No entanto, alguns autores debatem a 
existência destas estirpes híbridas, num país onde, embora existam os vetores (P. 
perniciosus e P. papatasi) das espécies putativas parentais (respetivamente, L. infantum 
e L. major), apenas a espécie L. infantum é endémica (Campino e Maia, 2010). Já no 
Sudão, ambos os vetores (P. orientalis e P. papatasi) e as espécies (respetivamente, L. 
donovani e L. major) co-existem (Hamad et al, 2011). 




Os padrões de hibridação em Leishmania reportados no Velho Mundo 
(Schwenkenbecher et al, 2006; Evans, 1987) e no Novo Mundo (Belli, 1994; Bañuls, 
1993; Darce, 1991), assim como a ocorrência natural de estirpes híbridas entre 
diferentes espécies de Leishmania, veio reforçar a hipótese de existência, embora rara, 
de reprodução sexual nestes parasitas (Tibayrenc, 1999, 1990). 
A ocorrência de troca genética em Leishmania foi recentemente comprovada no trato 
digestivo de vetores experimentalmente infetados com estirpes duas transgénicas de L. 
major, resistentes a diferentes fármacos, cuja descendência herdou marcadores 
genéticos e caraterísticas fenotípicas de ambas as estirpes parentais (Akopyants et al, 
2009). 
Em condições de “stress”, a troca genética pode ser crucial para a geração de novos 
fenótipos, alguns com vantagens seletivas (ex.: resistência a fármacos) e subsequente 
expansão numa população parasitária de Leishmania, contribuindo para a sua 
diversidade fenotípica, adaptação a novos nichos ecológicos, vetores e hospedeiros, 
incluindo humanos e animais domésticos (Miles et al, 2009; Cortes et al, 2012). 
A ocorrência, emergência e comportamento de estirpes híbridas têm vários aspetos 
pouco esclarecidos que poderão ser relevantes para o diagnóstico, tratamento e 
estratégias de controlo (Miles et al, 2009). A caraterização das propriedades fenotípicas 
destes híbridos de Leishmania, poderão ser importantes para o conhecimento da 




4.1. Vetor – Hospedeiro invertebrado 
 
O inseto vetor envolvido na transmissão de Leishmania, é o díptero da família 
Psychodidae, sub-família Phlebotominae. Os adultos são pequenos insetos de voo de 
curta distância, com cerca de 2-4 mm de comprimento e um corpo peludo amarelado 
(Farrel, 2002). Caraterizados por possuírem asas estreitas e eretas, corpo delgado, patas 
compridas e mandíbulas longas. Estes insetos durante o dia, descansam em lugares 
escuros e protegidos e são ativos no crepúsculo e durante a noite. Ambos os sexos se 




alimentam de plantas, no entanto, as fêmeas precisam de uma refeição sanguínea para 
completarem a maturação dos ovos (Sádlová, 1999). 
Os “habitats” de alimentação dependem das espécies de flebotomíneos, assim como da 
natureza do hospedeiro onde obtêm a sua refeição, sendo portanto, um ponto-chave para 
a transmissão de Leishmania. 
Cerca de 800 espécies de flebotomíneos já foram descritas, e estão divididas em cinco 
géneros: Phlebotomus e Sergentomyia no Velho Mundo e Lutzomyia, Brumptomyia e 
Warileya no Novo Mundo. Cerca de 70 espécies, pertencentes aos géneros Phlebotomus 
e Lutzomyia (Figura 9), são comprovadamente vetores de parasitas Leishmania 
patogénicos para o Homem, existindo um certo nível de especificidade entre o parasita e 
as espécies flebotomínicas (Farrel, 2002). 
A eficiência da transmissão do parasita pelo vetor apresenta grande variabilidade, 
dependendo da longevidade, preferências tróficas e densidade dos mesmos. Assim, as 
populações vetoriais que vivam perto de bons reservatórios terão presumivelmente uma 
maior capacidade de transmissão (Dedet e Pratlong, 2003). 
 
 
Figura 9 – Fêmeas flebotomíneas após refeição sanguínea. 
A) Phlebotomus papatasi e B) Lutzomyia longipalpis (Adaptado de: Wilson, n.d.). 
 
4.2. Reservatório – Hospedeiro vertebrado 
 
Um reservatório é um animal que serve como fonte de infeção humana. De acordo com 
Bray (1982), um reservatório habitual deve estar em contato próximo com o humano, 
deve ser suscetível ao agente patogénico e deve estar disponível para o vetor de forma a 
causar infeção. A doença deverá permitir a sobrevivência do animal pelo menos até à 
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temporada de transmissão seguinte. Dependendo do foco, o reservatório pode ser um 
mamífero selvagem, doméstico, ou mesmo o ser Humano, no caso da antroponose.  
O reservatório acidental, é aquele, no qual a infeção ocorre em situações raras, não 
permitindo a continuação do ciclo. No entanto, este tipo de reservatórios poderão 
contribuir para a introdução ou reintrodução da infeção numa determinada região. O 
cavalo (Rolão et al, 2005), a vaca (Alam et al, 2011), a cabra (Bhattarai et al, 2010), a 
lebre (Ruiz-Fons et al, 2013), o gato (Poli et al, 2002), entre outros, têm sido referidos 
como hospedeiros acidentais. Na última década, tem sido colocada a hipótese do gato 
poder desempenhar um papel de reservatório habitual em vez de acidental (Maia e 
Campino, 2011; Maia et al, 2010). 
 
Na Bacia mediterrânica, Ásia e América Latina, o cão é o principal reservatório da 
infeção por L. infantum. Contudo, ao contrário da maioria dos reservatórios, este 
desenvolve uma doença fatal generalizada (Figura 10) (Farrel, 2002). A Lcan é um 
grave problema veterinário e de saúde pública. No sudoeste da Europa, a doença atinge 
cerca de 2.5 milhões de cães (revisto por Cortes et al, 2012a). Mesmo os cães 
assintomáticos, constituem um bom reservatório, representando um risco de transmissão 
da doença (Campino e Maia, 2012). 
Os sinais clínicos de Lcan variam com a diversidade de mecanismos patogénicos, da 
progressão da doença e das diferentes respostas imunitárias do animal. A infeção pode 
causar nos cães uma doença crónica com envolvimento viscerocutâneo, que pode atingir 
todos os orgãos. Os cães infetados podem apresentar um ou mais dos seguintes sinais 
clínicos: linfadenomegalia, alterações cutâneas, perda de peso, epistaxis, conjuntivite, 
onicogrifose, caquexia e alterações de locomoção (Campino e Maia, 2012; Cardoso, 
1998) 





Figura 10 – Sinais clínicos de leishmaniose canina (Fonte: Onleish, n.d.). 
 
5. Interação parasita-hospedeiro 
 
A invasão do hospedeiro vertebrado por Leishmania é um processo complexo 
determinado pela interação de vários fatores relacionados com o hospedeiro e com o 
parasita. Um desses fatores está relacionado com a virulência do parasita. Define-se 
virulência, como o grau de patogenicidade de um microrganismo, manifestado contra o 
hospedeiro com um sistema imunitário intacto, em condições normais (Chang et al, 
2003). Desta forma, as manifestações clínicas da doença resultam, quer dos 
determinantes invasivos do parasita (ex.: glicoproteína de 63 kDa - gp63 - e o 
lipofosfoglicano - LPG), quer dos determinantes imunitários do hospedeiro (Chang, 
2003). A evolução da infeção depende da capacidade do hospedeiro reagir a esses 
determinantes (Sádlová, 1999). 
Sendo intracelular obrigatório, o primeiro alvo do parasita Leishmania é o macrófago. 
Apesar de estas células serem especializadas na fagocitose e destruição de agentes 
patogénicos, os parasitas Leishmania possuem caraterísticas específicas que lhes 
permitem resistir perante o sistema de defesa imunológico do hospedeiro. O 
estabelecimento do parasita processa-se em 3 etapas: (1) reconhecimento e entrada no 
macrófago, (2) sobrevivência e multiplicação dentro do macrófago e (3) modulação da 
resposta imune mediada por linfócitos T (Bogdan, 1990). 
As formas promastigotas procíclicas (não infeciosas), ativam o complemento e são 
rapidamente lisadas. Contudo, as formas promastigotas metacíclicas (infeciosas) 
desenvolvem mecanismos que lhes permitem não só bloquear a atividade lítica do 




complemento, como ainda explorar a capacidade de opsonização e quimiotaxia do 
mesmo (Zambrano-Villa et al, 2002). 
Das moléculas parasitárias identificadas como responsáveis pela virulência em 
Leishmania, a gp63 e o LPG, são consideradas as mais importantes. Localizam-se na 
membrana plasmática e estão envolvidas na ativação da fração C3 do complemento, 
atuando na fase crucial da interação parasita-hospedeiro, estimulando a ligação ao 
macrófago e a sua proteção dentro dos fagolisossomas, influenciando ainda a migração 
dos monócitos (Sádlová, 1999). 
Durante a fagocitose, os lisossomas que contêm hidrolases, fundem-se com o 
fagossoma, que contém o parasita (vacúolo parasitóforo), formando o fagolisossoma. 
Desjardins e Descoteaux (1997) demonstraram que os promastigotas podem inibir a 
fusão fagossoma-lisossoma, por ação de LPG. A passagem da forma promastigota para 
a forma amastigota é acompanhada por uma diminuição de LPG, restabelecendo-se a 
fusão fagossoma-lisossoma, pelo que as formas amastigotas têm que resistir ao meio 
ácido e rico em proteases do vacúolo parasitóforo. Um desses mecanismos é a indução 
de alterações na homeostasia do macrófago. Os parasitas promovem o aumento da 
concentração de Ca2+ dentro do macrófago, alterando assim as suas vias de sinalização 
dependendes de Ca2+. Como consequência, os macrófagos ficam com os mecanismos de 
resposta a estímulos internos alterados, afetando as funções de combate ao parasita, 
como o choque oxidativo, entre outros (Dumas et al, 1997). Por outro lado, as formas 
promastigotas metacíclicas não estimulam o choque oxidativo, devido a dois principais 
fatores: (1) utilizam um recetor específico para internalização no macrófago (2) utilizam 
LPG na inibição da proteína Cinase C do macrófago, a qual é essencial para a produção 
de metabolitos oxidativos (McNeely e Turco, 1990). 
Outros fatores, não relacionados com o parasita ou com o reservatório também intervêm 
no estabelecimento da infeção. É a caso da saliva do vetor que parece desempenhar um 
papel relevante na capacidade infeciosa do parasita, uma vez que contém substâncias 
ativas que aumentam a infeciosidade das formas promastigotas de Leishmania (Titus e 
Ribeiro, 1988). Estas substâncias interferem ao nível da imunidade, facilitando o 
estabelecimento da infeção no hospedeiro. 
  




6. Métodos de diagnóstico laboratorial 
 
Apesar do progresso observado no desenvolvimento de diversos métodos de diagnóstico 
diretos e indiretos, o diagnóstico laboratorial de leishmaniose ainda permanece um 
desafio. Um teste de diagnóstico eficiente, além de ter que ser capaz de confirmar uma 
suspeita clínica em indivíduos sintomáticos ou mesmo em indivíduos assintomáticos, 
deve ter alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade. Deve ser simples, fácil de 
executar, pouco dispendioso, praticável em laboratórios com poucos recursos ou 
adaptável em condições de campo. Idealmente, deverá detetar todos os indivíduos 
infetados por Leishmania, preferencialmente usando técnicas não invasivas para a 
recolha de amostras biológicas (Maia e Campino, 2008). 
Podem-se considerar dois tipos de diagnóstico laboratorial: o diagnóstico direto, no qual 
se destacam os métodos parasitológicos (deteção do parasita) e os métodos moleculares 
para deteção do DNA parasitário e, o diagnóstico indireto, que corresponde aos métodos 
seroimunológicos (deteção de anticorpos anti-Leishmania) (Maia et al, 2009). 
 
6.1. Diagnóstico direto 
 




O exame direto, consiste na visualização de amastigotas de Leishmania em esfregaços 
fixados e corados de tecidos/orgãos infetados, como medula óssea, gânglios linfáticos, 
pele ou sangue periférico (Maia e Campino, 2008). A maior parte das amostras 
biológicas são obtidas de forma invasiva e geralmente não providenciam uma boa 
deteção do parasita em indivíduos assintomáticos. O exame direto apresenta algumas 
vantagens: a fácil manipulação e conservação do material biológico e o rápido 
resultado. Por outro lado, apresenta como principal desvantagem a baixa sensibilidade 
(Alvar et al, 2004). 
  






O exame cultural utiliza o meio bifásico “Novy-MacNeal-Nicolle” (NNN)  com soro 
fisiológico. Uma vez que nem todas as estirpes de Leishmania crescem à mesma 
velocidade e nem todos os tecidos/orgãos têm a mesma carga parasitária, a cultura pode 
aumentar a sensibilidade da deteção do parasita (Evans, 1989). Apesar da elevada 
especificidade (100%), é um método moroso, que perde sensibilidade principalmente 
em estados iniciais da doença (carga parasitária baixa) ou quando a cultura é 
contaminada por outros microorganismos. Por outro lado, este é um dos métodos de 
eleição para isolamento e posterior crescimento em massa de culturas de parasitas para 
identificação isoenzimática, produção de antigénio para ensaios imunológicos, infeções 
experimentais ou ensaios “in vitro” para triagem de fármacos ou até identificação 
molecular (Campino e Maia, 2008). 
 
6.1.2. Métodos moleculares 
 
A reação em cadeia da polimerase (PCR) é uma ferramenta muito utilizada para a 
deteção de DNA parasitário. A sua sensibilidade aumentou com a utilização de 
sequências iniciadoras (“primers”), baseadas em sequências com mais do que uma cópia 
por célula. No caso de Leishmania, essas sequências incluem, entre outras, os 
minicírculos de DNA do cinetoplasto (kDNA) (Smyth, 1992) e a sequência de SSU 
rRNA ou 16S rRNA (van Eys et al, 1992). 
Os métodos baseados em PCR, aplicados para a deteção de Leishmania, são mais 
fidedignos, não só para a determinação da presença e identificação do DNA do parasita 
em potenciais casos ativos, mas também para a monitorização da cura parasitológica 
após quimioterapia (Maia e Campino, 2008). 
A PCR pode ser aplicada para a deteção de DNA do parasita, com elevadas 
especificidades e sensibilidades, numa grande variedade de amostras como sangue 
periférico, soro, medula óssea, gânglio linfático, pele ou até conjuntivas (Ferreira et al, 
2008; Maia et al, 2006; Strauss-Ayali et al, 2004; Andrade et al, 2002; Fisa et al, 2001). 
  




6.2. Diagnóstico indireto 
 
O diagnóstico baseado em métodos serológicos é frequentemente utilizado. Estes 
métodos baseiam-se na deteção de anticorpos anti-Leishmania. Apesar de constituírem 
uma ferramenta essencial no diagnóstico desta parasitose, a presença de anticorpos só 
por si, não constitui um sinal conclusivo da doença (Campino, 2002; Deplazes et al, 
1995; Harith et al, 1989). 
Destacam-se, entre os testes serológicos mais utilizados, o teste de imunofluorescência 
indireta (IFI), o teste de aglutinação direta (DAT), o “enzyme-linked imunosorbent 
assay” (ELISA) e a contraimunoeletroforese (CIE), cujas sensibilidades variam entre 
21.6% e 100% e a especificidade entre 84.9% e 100%, dependendo da origem da 
amostra e da técnica (Maia e Campino, 2008). 
 
7. Estudos “in vitro” 
 
Os parasitas de Leishmania na forma promastigota, passam por diversas alterações 
morfológicas e bioquímicas, enquanto progridem da fase logarítmica para a fase 
estacionária em meio de cultura axénica, correspondente ao estadio após a refeição 
sanguínea do vetor e na altura da refeição sanguínea seguinte (Killick-Kendrick, 1979). 
Os parasitas de Leishmania conseguem adaptar-se a ambientes diversos e heterogéneos 
durante o seu ciclo de vida como i) a temperatura – dos 37ºC no hospedeiro mamífero à 
temperatura no inseto flebotomíneo (24-26ºC), ii) o pH – de neutro a muito acídico no 
estômago do inseto flebotomíneo e no fagolisossoma do macrófago, iii) a concentração 
de oxigénio e nutrientes e iv) o ataque imunológico pelo complemento, anticorpos e 
linfócitos T (Victoir e Dujardin, 2002; Miller et al, 2000; Howard et al, 1987). Assim, 
torna-se essencial a existência de mecanismos eficientes para a sobrevivência do 
parasita a curto e longo prazo. 
Embora possam existir diferenças entre as caraterísticas fenotípicas no modelo 
parasitário “in vitro” e “in vivo”, os estudos “in vitro” permitem a análise de parâmetros 
biológicos básicos e da capacidade de invasão/evasão do parasita e da resposta das 
células hospedeiras à infeção. 
 








Os antimoniais pentavalentes orgânicos de estibogluconato de sódio (Pentostam®) e 
antimoniato de meglumina (Glucantime®) são os fármacos de primeira linha mais 
usados desde os anos 40 no tratamento das leishmanioses em todo o mundo (Cook, 
1993; Berman, 1988). A distribuição e utilização destes fármacos pelo mundo, depende 
essencialmente de influências ex-coloniais. Enquanto o antimoniato de meglumina se 
encontra distribuído nos países de língua oficial Francesa e Espanhola, o 
estibogluconato de sódio encontra-se essencialmente distribuído nos países de língua 
oficial Inglesa (Balaña-Fouce et al, 1998). 
Apesar da utilização destes fármacos desde o século passado, o mecanismo de ação é 
ainda pouco conhecido. Sabe-se que os antimoniais pentavalentes [Sb (V)] necessitam 
de redução biológica para a forma trivalente [Sb (III)] para uma ação leishmanicida. No 
entanto, o local (amastigota ou macrófago) e o mecanismo de redução (enzimático ou 
não enzimático) permanece controverso (Croft et al, 2006). Alguns estudos sugerem que 
o estibogluconato de sódio [Sb(V)] inibe a biossíntese de macromoléculas em 
amastigotas (Berman et al, 1985), possivelmente por perturbação da energia metabólica 
devido à inibição da glicólise e da β-oxidação de ácidos gordos (Berman et al, 1987). 
Contudo, os alvos específicos destas vias ainda não foram identificados. 
A variação na resposta clínica tem constituído um grave problema nos últimos 60 anos. 
Uma possível explicação para este fenómeno é a diferença da sensibilidade ao fármaco 
entre diferentes espécies. Por exemplo, L. donovani e L. braziliensis apresentam 3 a 5 
vezes maior suscetibilidade ao estibogluconato de sódio do que L. major, L. tropica e L. 
mexicana (revisto por Croft et al, 2006). 
Tal como o arsénio, os antimoniais pentavalentes, são reduzidos a formas trivalentes 
tóxicas, sendo estas provavalmente as responsáveis pelos efeitos secundários tóxicos no 
hospedeiro. Como tal, não são considerados fármacos seguros ou eficazes, estando 
reportados diversos casos de recidivas (revisto por Balaña-Fouce et al, 1998). 




Apesar dos efeitos secundários dos antimoniais pentavalentes, a taxa de cura de 
leishmaniose, utilizando estes fármacos permanece em cerca de 90% de sucesso na 




Desde os anos 60 que o tratamento de leishmaniose tem vindo cada vez mais a ser feito 
com o fármaco antifúngico - Anfotericina B -, tendo este vindo a ser utilizado como 
fármaco de primeira linha na Europa, na formulação lipídica – AmBisome® - e de 
segunda linha no resto do mundo, na forma de desoxicolato de Anfotericina B – 
Fungizone® (Croft et al, 2006). 
A seletividade deste fármaco deve-se à elevada afinidade ao ergosterol, o esterol 
predominante nas membranas celulares de fungos e tripanossomatídeos, e, 
consequentemente, presente na membrana de Leishmania, em contraste com o 
colesterol das células do hospedeiro mamífero. A diferença da sensibilidade entre 
espécies é expetável, devido à variação do tipo e quantidade de esteróis nas membranas 
das diferentes espécies (Beach et al, 1988). 
Mais recentemente, houve um aumento da utilização de Anfotericina B, no tratamento 
de LV, quer na formulação desoxicolato quer na formulação lipídica, após a falha no 
tratamento de casos de coinfeção VIH/LV, com antimoniais (revisto por Croft et al, 
2006). 
Apesar do elevado custo deste fármaco e da sua limitação na distribuição nos países em 
desenvolvimento, a elevada eficácia das formulações lipídicas no tratamento de casos 
de LV, comprovada por diversos autores, justifica a sua utilização como primeira linha 
de tratamento na Europa e na Índia (Croft et al, 2006; Balaña-Fouce et al, 1998). 
  






A Pentamidina e outras diaminas aromáticas, inicialmente utilizadas para o tratamento 
de hipoglicémia, têm vindo a ser usadas, como fármaco de segunda linha, desde o início 
dos anos 40 na terapia de leishmaniose (Vörhinger et al, 1990). 
O modo de ação deste fármaco é ainda controverso, contudo acredita-se estar envolvido 
na inibição da síntese de poliaminas e no potencial de membrana mitocondrial (Bray et 




Este fármaco foi oficialmente reconhecido como um dos fármacos mais recorrentes no 
tratamento de LV (Croft e Coombs, 2003), devido à sua elevada eficácia e 
disponibilidade pela via oral, abrindo portas para a terapia auto-administrada pelos 
pacientes (Murray et al, 2005), tendo inicialmente sido desenvolvido como fármaco 
anticancerígeno. Os inconvenientes deste fármaco incluem o elevado custo e o potencial 
desenvolvimento de resistência devido à possível desistência do tratamento no período 
ambulatório, pelos pacientes, sendo ainda referido por alguns autores a importância de 
terapia combinada (revisto por Murray et al, 2005). Presentemente é considerado o 





No início dos anos 80 este fármaco, sozinho ou em combinação terapêutica com 
antimoniais, entrou em ensaios clínicos para tratamento de LV e LC (Croft e Yardley, 
2002). O seu mecanismo de ação em Leishmania, envolve a inibição de enzimas da via 
de resgate de purinas (Nelson et al, 1979). Pensa-se que a sua conversão em análogos de 
trifosfato de ribonucleósido facilite a incorporação no RNA, comprometendo a síntese 
de macromoléculas (Marr, 1991). 
Apesar do baixo sucesso no tratamento da leishmaniose humana, este fármaco é 
também presentemente utilizado na quimioterapia de Lcan (Koutinas et al, 2001). As 




suas propriedades farmacocinéticas, constituem a maior limitação para a utilização no 




Diversos outros fármacos têm vindo a ser introduzidos sozinhos ou em combinação na 
quimioterapia das leishmanioses, como Paramomicina, Cetoconazol, Itroconazol, 
Sitamaquina, entre outros. Contudo a falta de ensaios clínicos e de conhecimentos mais 
específicos sobre os mecanismos de ação e resistência destes fármacos, ainda não os 
coloca em posição competitiva perante os demais. 
Uma outra preocupação é a potencial emergência de estirpes resistentes em pacientes 
co-infetados com VIH. Estes pacientes têm elevadas parasitémias, fraca resposta 
imunitária, respondendo fracamente ao tratamento, e uma taxa de recidivas elevada, 
constituindo putativos reservatórios de parasitas fármaco-resistentes (revisto por Croft 
et al, 2006). 
Diversos estudos com estes fármacos e com novas potenciais moléculas anti-
Leishmania têm vindo a ser realizados ao longo das últimas décadas, sendo a pesquisa 
de novos candidatos, com alta especificidade e baixa toxicidade para o tratamento, uma 
das principais preocupações da OMS (WHO, 2010a). 





CAPÍTULO II - MATERIAL E MÉTODOS 
 
1. Pesquisa de “novas espécies” de Leishmania 
 
1.1. Amostras biológicas 
 
No âmbito do projeto de investigação em curso, no qual se insere este trabalho de 
mestrado, foram coletadas amostras de medula óssea de canídeos, com colaboração do 
Professor Doutor Luís Cardoso da Universidade de Trás-os-Montes e Alto-Douro 
(UTAD), em diferentes centros da região de Trás-os-Montes e Alto-Douro. A colheita 
das amostras foi efetuada no período de 06 de julho de 2011 e 08 de agosto de 2013. À 
exceção de um animal, a colheita foi efetuada após eutanásia dos animais. Após exame 
físico e dependendo da presença de sinais clínicos compatíveis com leishmaniose, nos 
centros de recolha, os animais foram caraterizados como aparentemente saudáveis (AS - 
ausência de sinais clínicos) ou clinicamente suspeitos (PS - presença de sinais clínicos). 
Todos os procedimentos seguiram as orientações definidas pelos comités de ética da 
UTAD e do IHMT, bem como da legislação portuguesa (Lei nº 92/95, 12 de setembro). 
As amostras de medula óssea foram obtidas a partir da articulação osteocondral da sexta 
à nona costelas. A partir dos tubos com EDTA recebidos no IHMT, as amostras foram 
divididas em duas alíquotas, para diagnóstico parasitológico e para diagnóstico 
molecular. 
 
1.2. Exame parasitológico cultural 
 
Foram efetuadas culturas das amostras de sangue medular em tubos com meio de 
cultura bifásico (NNN), colocando cerca de 200-500 μL de amostra biológica e 
perfazendo 1 mL com soro fisiológico com penicilina. Os tubos inoculados foram 
incubados em estufa refrigerada a 24ºC ±1ºC (Hearaeus). Semanalmente, as culturas 
foram observadas entre lâmina e lamela, em microscópio ótico (Olympus CH2) para 
deteção do parasita. Uma vez confirmada a presença de formas promastigotas de 
Leishmania, transferiu-se uma alíquota de 500-1000 μL para meio de cultura líquido 
de alto rendimento Schneider (Sigma), pH 6.7, suplementado com 20% (v/v) de soro 





fetal bovino (SFB, BioWhittaker) inativado 30 minutos a 56ºC, e gentamicina a 50 
mg/mL (Sigma). Após crescimento e estabilização das culturas de parasitas de 
Leishmania isoladas, procedeu-se à sua criopreservação. 
 
1.3. Deteção de DNA de Leishmania 
 
1.3.1. Extração de DNA 
 
A extração do DNA das amostras clínicas de medula óssea, foi realizada com o “kit” 
comercial “High Pure PCR Template Preparation Kit” (Roche) de acordo com as 
instruções do fabricante. 
Esta técnica tem por base a ligação dos ácidos nucleicos (AN) às fibras de vidro 
existentes na coluna de extração, na presença de um sal caotrópico (cloridrato de 
guanidina). Resumidamente, os AN seletivamente ligados às fibras de vidro, sofrem 
uma série de passos de lavagem e centrifugação para remover contaminantes e 
componentes celulares. Para a remoção dos AN foi usada uma solução de baixa 
concentração salina, que permite a sua libertação da coluna de extração. 
Após a extração procedeu-se à quantificação de DNA, de forma a controlar o 
rendimento das extrações, através de espetrofotómetro (NanoDrop™ 1000, Thermo 
Scientific), a um comprimento de onda de 260 nm. Para a quantificação de cada 
amostra utilizou-se 1 μL de DNA, registando-se a sua concentração e pureza, 
caraterizada pela razão entre as absorvâncias a 260 nm e 280 nm. 
 
1.3.2. Controlo de extração de DNA 
 
Para descartar a presença de fatores de inibição das reações de PCR e/ou de 
degradação de DNA, decidiu-se incluir um controlo para avaliar a técnica de extração 
de DNA. Como tal, utilizou-se como alvo, o gene constitutivo da β-actina (canina), 
que codifica para uma das proteínas do citoesqueleto.  
A reação de amplificação efetuou-se numa solução com o volume final de 20 μL, 
contendo 2 μL de DNA da amostra, tampão de reação 1X (Promega), 1.5 mM MgCl2, 
0.2 mM dNTPs (Bioline), 10 pmol de cada “primer”  





(“forward”: 5’XTGACGGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTAX3’ e  
“reverse” 5’XCTAGAAGCATTGCGGTGGACGATGGAGGGX3’), 1U de Taq 
polimerase (Promega) e água ultra pura para perfazer o volume final. Em todas as 
amostras utilizou-se como controlo positivo 2 μL de DNA genómico obtido de baço de 
cão e como controlo negativo, água ultrapura em substituição do DNA. As soluções 
foram colocadas num termociclador PX2 Thermal Cycler (Thermo Electron 
Corporation) que foi programado com as condições óptimas de amplificação (Tabela 
3). 
 





Duração Nº de ciclos 
Desnaturação 
inicial 
94 5 min. 1 
Desnaturação 94 30 seg. 
40 Ligação 64 30 seg. 
Elongação 72 30 seg. 
Elongação final 72 7 min. 1 
 
Os produtos de amplificação, constituídos por 283 pb, foram visualizados em gel de 
agarose a 1.5% como descrito adiante (1.3.4). 
 
1.3.3. Reação em cadeia da polimerase - PCR 
Neste trabalho, aplicaram-se quatro protocolos de PCR diferentes para deteção de 
DNA de Leishmania, um baseado numa sequência de DNA cinetoplastideal do 
minicírculo de L. major (LmjUni), que diferencia espécies de Leishmania do Velho 
Mundo (Anders et al, 2002), um baseado numa sequência completa de DNA 
cinetoplastideal do minicírculo de L. infantum (MC), específico para as espécies do 
complexo L. donovani s.l. no Velho e Novo Mundo (Cortes et al, 2004), um com base 
numa sequência de DNA nuclear da região intergénica ITS 1 do operão ribossomal, 
que diferencia as principais espécies no Novo e Velho Mundo (Schönian et al, 2001) e 
outro “Nested”, em que se efetuaram 2 reações de PCR, com base na região central do 
gene SSU rRNA do operão ribossomal, específico para o género Leishmania (van Eys 
et al, 1992) (Tabela 4). 
 





Tabela 4 – Sequência dos “primers” utilizados para amplificação de DNA de 
Leishmania spp. 









































Tamanho do amplicão para o DNA de * L. infantum e ** L. major; pb, pares de bases. 
 
MC-PCR 
A reação de amplificação efetuou-se numa solução com o volume final de 25 μL, 
contendo 5 μL de DNA da amostra, tampão de reação 1X, 3 mM MgCl2, 0.2 mM 
dNTPs, 15 pmol de cada “primer” (MC1 e MC2), 1U de Taq polimerase e água ultra 
pura para perfazer o volume final. As soluções foram colocadas no termociclador, 
programado com as condições óptimas de amplificação (Tabela 5). 
 





Duração Nº de ciclos 
Desnaturação 
inicial 
94 2 min. 1 
Desnaturação 94 20 seg. 
30 Ligação 60 20 seg. 
Elongação 72 30 seg. 
Elongação final 72 5 min. 1 
 
ITS1-PCR 
A reação de amplificação efetuou-se numa solução com o volume final de 50 μL, 
contendo 2 μL de DNA da amostra, tampão de reação 1X, 1.5 mM MgCl2 , 0.2 mM 
dNTPs, 25 pmol de cada “primer” (LITSR e L5.8S), 1U de Taq polimerase e água 





ultra pura para perfazer o volume final. As soluções foram colocadas no termociclador, 
programado com as condições óptimas de amplificação (Tabela 6). 
 





Duração Nº de ciclos 
Desnaturação 
inicial 
95 2 min. 1 
Desnaturação 95 20 seg. 
32 Ligação 53 30 seg. 
Elongação 72 1 min. 
Elongação final 72 6 min. 1 
 
LmjUni-PCR 
A reação de amplificação efetuou-se numa solução com o volume final de 25 μL, 
contendo 2 μL de DNA da amostra, 12.5 μL de Biomix (Bioline), 1.5 mM MgCl2 , 25 
pmol de cada “primer” (Uni21 Lmj4) e água ultra pura para perfazer o volume final. 
As soluções foram colocadas no termociclador, programado com as condições óptimas 
de amplificação (Tabela 7). 
 





Duração Nº de ciclos 
Desnaturação 
inicial 
94 5 min. 1 
Desnaturação 94 30 seg. 
35 Ligação 62 30 seg. 
Elongação 72 45 seg. 
Elongação final 72 6 min. 1 
 
SSU rRNA Nested-PCR 
A primeira reação de amplificação efetuou-se numa solução com o volume final de 30 
μL, contendo 10 μL de DNA da amostra, tampão de reação 1X, 2 mM MgCl2, 0.2 mM 
dNTPs, 15 pmol de cada “primer” (R221 e R332), 1.4U de Taq polimerase e água ultra 
pura para perfazer o volume final. As soluções foram colocadas no termociclador, 
programado com as condições óptimas de amplificação (Tabela 8). 
 










Duração Nº de ciclos 
Desnaturação 
inicial 
94 5 min. 1 
Desnaturação 94 30 seg. 
35 Ligação 60 30 seg. 
Elongação 72 30 seg. 
Elongação final 72 10 min. 1 
 
A segunda reação de amplificação efetuou-se numa solução com o volume final de 25 
μL, contendo 5 μL do produto de amplificação da 1ª reação previamente diluído 1:200 
em água ultra pura, tampão de reação 1X, 2 mM MgCl2, 0.2 mM dNTPs, 1.5 pmol de 
cada “primer” (R223 e R333), 0.7U de Taq polimerase e água ultra pura para perfazer 
o volume final. As soluções foram colocadas no termociclador, programado com as 
condições óptimas de amplificação (Tabela 9). 
 





Duração Nº de ciclos 
Desnaturação 
inicial 
94 5 min. 1 
Desnaturação 94 30 seg. 
35 Ligação 65 30 seg. 
Elongação 72 30 seg. 
Elongação final 72 10 min. 1 
 
Em todas as reações de amplificação utilizou-se como controlo positivo 1µl de DNA 
genómico de L. infantum ou de L. major de cultura e como controlo negativo água 
ultra pura em substituição do DNA. 
Para o estudo da especificidade das sequências iniciadoras utilizadas no Nested-PCR, 
foi analisado o DNA de diversas espécies de Leishmania, nomeadamente L. infantum 
do Velho Mundo, L. infantum (sin. L. chagasi) do Novo Mundo, L. donovani, L. 
archibaldi, L. major, L.tropica e L. braziliensis, e de outros microorganismos1, como 
Candida parapsilosis, Cryptococcus neoformans, Leptospira, Borrelia, Bartonella, 
                                                            
1 As amostras de DNA dos diversos microorganismos foram gentilmente cedidas por colegas das 
Unidades de Ensino e Investigação de Parasitologia Médica, Microbiologia Médica e Clínica Tropical do 
IHMT. 





Ehrlichia, Hepatozoon, Babesia, Cercopthifilaria, Plasmodium falciparum, 
Trypanosoma cruzi e T. brucei. Foi também incluído um grupo de amostras de DNA 
de sangue medular de cão não infetado. 
 
1.3.4. Visualização dos produtos de PCR 
 
Os fragmentos de DNA amplificado, foram submetidos a eletroforese em gel de 
agarose (Citomed) a 1.5% (m/v) em tampão TAE 1X (Biorad) ao qual se adicionou 
brometo de etídio (Sigma) a uma concentração final de 0.5 μg/mL. O gel polimerizado 
foi colocado numa tina de eletroforese horizontal (Sub-cell® GT, Biorad) com tampão 
TAE 1X. 
Aplicou-se 10 μL do produto de PCR de cada amostra diretamente no gel, uma vez que 
o tampão de reação já continha uma solução corante. Paralelamente às amostras, 
utilizou-se um marcador de 100 pares de bases (pb) (Bioline). Aplicou-se uma corrente 
elétrica de 120 V, durante 60 minutos. A visualização dos produtos de amplificação no 
gel, efetuou-se sob iluminação ultravioleta, sendo de seguida fotografados (UVIDOC, 
Alfagene). 
 
1.4. Genotipagem  
 
As amostras de DNA que resultaram em produtos de MC-PCR com banda mais 
intensa, foram selecionadas para posterior genotipagem, através de PCR e posterior 
digestão enzimática (PCR-RFLP, PCR- “Restriction fragment length polymorphism), 
utilizando-se 6 enzimas de restrição: BglII, ScrFI, DdeI, HpaII, RsaI e VspI (Cortes et 
al, 2006). 
Resumidamente, preparou-se uma solução com o volume final de 20 μL, contendo 6 
μL de produto de MC-PCR, tampão de reação 1X (Biolabs) (específico para cada 
enzima), 10U de cada enzima e água ultra pura para perfazer o volume final. As 
soluções foram incubadas a 37ºC ± 1ºC, em banho-maria (Julabo) durante a noite. 
Os produtos que apresentaram bandas inespecíficas, foram purificadas diretamente do 
gel de agarose, utilizando o “kit” comercial “High Pure PCR Product Purification Kit” 
(Roche) de acordo com as instruções do fabricante. 





Cada padrão de restrição resultante da hidrólise dos produtos de MC-PCR pelas 
endonucleases, contribuiu para a determinação de um genótipo (Tabela 1 e 2, Anexo 1). 
 
1.5. Visualização dos produtos de MC-PCR-RFLP 
 
Os fragmentos de restrição, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3% 
(m/v) em tampão TAE 1X, como descrito em 2.3.4. 
Aplicou-se 10 μL do produto de restrição com 2 μL de corante azul de bromofenol no 
gel. Simultaneamente com as amostras, colocou-se um marcador de 50 pb. Aplicou-se 
uma corrente elétrica de 110 V, durante 150 minutos. A visualização dos produtos de 
restrição, efetuou-se sob iluminação ultravioleta, sendo de seguida fotografados. 
 
A extração de DNA, a preparação das misturas de reação, a amplificação de DNA por 
PCR, a eletroforese e a genotipagem, foram realizadas em áreas separadas e em tempos 
diferentes, de forma a evitar possíveis contaminações. 
 
2. Ensaios “in vitro” de estirpes parentais e híbridas de Leishmania 
 
2.1. Estirpes de Leishmania 
 
Nos ensaios referentes a este sub-capítulo, utilizaram-se oito estirpes de Leishmania 
(Tabela 10). Os parasitas foram cultivados em meio líquido de alto rendimento 
Schneider, suplementado com 20% de SFB (v/v). As culturas foram incubadas a 24ºC 
±1ºC, procedendo-se duas vezes por semana, à adição de meio de cultura para obtenção 
da concentração parasitária adequada a cada estudo. Todo o processamento de culturas 
foi efetuado em ambiente estéril em câmara de fluxo laminar. 
  





Tabela 10 – Estirpes de Leishmania utilizadas. 
Espécie Estirpe Código internacional da OMS Patologia
L. infantum 
IMT 151 MHOM/PT/88/IMT151 LV 
IMT 373 MCAN/PT/05/IMT373 Lcan 
IMT 316 MCAN/PT/03/IMT316 Lcan 
L. major 
LEM 2164 MHOM/MA/90/LEM2164* LC 
LV 561 MHOM/IL/67/LRC-L137 Jericho II** LC 
L. infantum/L. 
major 
IMT 208 MHOM/PT/94/IMT208 LV 
IMT 211 MHOM/PT/94/IMT211 LV 
IMT392 MHOM/PT/2011/IMT392 LV 
Gentilmente cedida por: *Centre National de Référence des Leishmania, 
Montpellier, França; **Professor Petr Volf da Faculdade de Ciências da Charles 
University, Praga, República Checa. LV, Leishmaniose visceral; Lcan, 
Leishmaniose canina; LC, Leishmaniose cutânea. 
 
2.2. Ensaios “in vitro” com promastigotas de Leishmania 
 
2.2.1. Dinâmicas de crescimento e densidades parasitárias 
 
Para este estudo foram selecionadas cinco estirpes de Leishmania referidas: duas L. 
infantum (IMT 151 e IMT 316), uma L. major (LEM 2164) e duas estirpes híbridas L. 
infantum/L. major (IMT 208 e IMT 211). 
As estirpes foram mantidas em cultura como descrito em 2.1., sendo posteriormente 
ajustada a concentração para 1E+05 promastigotas/mL em meio Schneider. A 
concentração de parasitas foi determinada por contagem das formas promastigotas 
viáveis, em duplicado, em hemacitómetro de Neubauer (Brand) ao microscópio numa 
ampliação de 400 x (Figura 11). 
  






Figura 11 – Representação de um hemacitómetro (Adaptado de: 
IDRC, n.d.). 
1-5, esquadrias em que foi efetuada a contagem dos promastigotas. 
 
Foram colocados 2 mL de cultura por poço em placa de 24 poços (Brand), em duplicado 
para cada estirpe, com um poço de intervalo de forma a prevenir a contaminação entre 
replicados (Figura 12). As culturas foram incubadas a 24ºC ±1ºC durante 12 dias, sem 
adição de novo meio. Durante o tempo de incubação não foi adicionado meio às 
culturas. 
 
 1 2 3 4 5 6 
A IMT 151  IMT 151  IMT 316  
B  IMT 316  IMT 208  IMT 208 







 Meio  Meio 
Figura 12 – Esquema da placa de 24 poços com a disposição das estirpes 
estudadas. 
  





A curva de crescimento dos parasitas foi determinada através de contagens diárias, 
durante 12 dias. Para o cálculo da concentração de parasitas, utilizou-se a seguinte 
fórmula: 
 
[Parasitas]  x fator de diluição x 50 x 103 promastigotas/mL 
 
Onde C1 e C2 correspondem às contagens dos parasitas nas duas câmaras do 
hemacitómetro, 50 a profundidade do hemacitómetro das 5 esquadrias utilizadas (mm) e 
103 o volume (mm3) da esquadria total. 
Foram contabilizadas as formas promastigotas totais, registando-se a percentagem de 
formas promastigotas metacíclicas (Grimm et al, 1991). Todos os ensaios foram 
efetuados em duas experiências independentes e em quadriplicados. 
Ao longo deste ensaio, efetuaram-se esfregaços das culturas nos 3º, 6º e 9º dias, para 
análise morfométrica dos parasitas. Os parasitas foram fixados com metanol e corados 
com Giemsa, efetuando-se as medições do comprimento das formas promastigotas em 
microscópio ótico (Eclipe80, Nikon) com uma ampliação de 1000X. Para cada estirpe 
foram efectuadas 20 contagens independentes e com recurso ao programa de imagem 
NIS – Elements BR (Nikon). 
 
2.2.2. Avaliação de “stress” oxidativo 
 
Para cada uma das cinco estirpes de Leishmania anteriormente utilizadas, em fase 
exponencial de crescimento (4-5º dia), submeteram-se 1E+07 promastigotas/mL em 
meio Schneider (volume necessário para colocar 50 μL de cultura/poço numa placa de 
96 poços), a um gradiente de concentração de 100 μM a 1000 μM de peróxido de 
hidrogénio (H2O2) (Figura 13). As placas foram posteriormente incubadas a 24ºC ±1ºC 
durante 2 horas. 
Após a incubação, adicionou-se 50 µL/poço da mistura de XTT (Roche Diagnostics) a 
uma concentração de 0.3 mg/mL, de acordo com as instruções do fabricante e incubou-
se a 24ºC ±1ºC durante 18 horas, protegido da luz. O XTT é um método colorimétrico 
baseado na redução do sal de tetrazólio (sódio-2,3-bis-[2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil]-
2H-tetrazólio-5-carboxanilida) através das desidrogenases mitocondriais do parasita. O 





sal passa da cor amarela para uma coloração alaranjada quando sofre redução, 
possibilitando a quantificação por espectrofotometria (Williams et al, 2003). 
 





















































Figura 13 – Esquema da placa de 96 poços com disposição das 
concentrações de H2O2 utilizadas. 
A, 100 μM de H2O2; B, 1000 μM de H2O2; WT, Wild type. 
 
A absorvância foi lida em espetrofotómetro (Awareness, Stat fax® 3200) com um 
comprimento de onda de 450 nm, utilizando-se um filtro de referência de 630 nm 
(Wilson et al, 1994). Foram efetuados três ensaios independentes para cada estirpe com 
8 replicados para cada concentração. Foram determinadas as curvas de viabilidade e 
calculadas as concentrações de H2O2 necessárias para inibir 50% dos parasitas em 
cultura (CI50). 
 
2.2.3. Avaliação de “stress” nutricional 
 
Para avaliar a viabilidade de cada estirpe, à depleção de nutrientes contidos no meio de 
cultura, as culturas foram ajustadas para uma concentração de 5E+05 promastigotas/mL 
e estudou-se a taxa de sobrevivência “in vitro”, através de diluições de Schneider 
suplementado, em várias concentrações de tampão fosfato salino (PBS, BioWhittaker) 
(Tabela 11). 
  





Tabela 11 – Percentagens de meio de cultura Schneider em PBS (v/v). 








Para cada uma das diferentes concentrações de Schneider/PBS, foram colocados 2 
mL/poço da suspensão parasitária, numa placa de 24 poços, em duplicado para cada 
estirpe, com um poço de intervalo de forma a prevenir a contaminação entre replicados. 
As culturas foram incubadas durante uma semana, efetuando-se, ao fim desta semana, 
uma sub-passagem num fator de diluição de 1:10, para uma nova placa de 24 poços e 
novo meio de cultura idêntico ao inicialmente utilizado. Após uma semana de 
incubação, efetuou-se uma nova sub-passagem num fator de diluição de 1:10, para uma 
nova placa de 24 poços com meio Schneider completo. As culturas foram observadas e 
os parasitas contados diariamente de forma a avaliar a sua viabilidade (Lewis et al, 
2009). 
 
2.2.4. Suscetibilidade “in vitro” de Leishmania spp. a Anfotericina B 
 
Para este estudo foram selecionadas sete estirpes: duas L. infantum (IMT 151 e IMT 
373), duas L. major (LEM 2164 e LV 561) e três estirpes híbridas L. infantum/L. major 
(IMT 208, IMT 211 e IMT392). As estirpes foram mantidas em cultura como descrito 
em 2.1., sendo posteriormente ajustada a sua concentração. 
 
2.2.4.1. Avaliação da suscetibilidade dos parasitas 
 
Para avaliar a susceptibilidade das estirpes de Leishmania spp. à Anfotericina B (AnfB), 
submeteram-se 1E+06 promastigotas/mL em meio RPMI (Sigma) suplementado com 
10% de SFB (v/v), em fase estacionária, e colocados 100 μL de cultura/poço numa 
placa de 96 poços, e 100 μL/poço de um gradiente de concentração de AnfB de 12.0 a 
0.0625 μg/mL (Figura 14). De forma a controlar a evaporação do meio de cultura, 





durante a incubação, colocaram-se 200 μL de PBS 1X, nos poços exteriores. 
Incubaram-se as placas de 96 poços a 24ºC ±1ºC durante 48 horas. 
Após a incubação, adicionou-se 20 µL/poço da mistura de MTT a uma concentração de 
5 mg/mL em PBS 1X e incubou-se a 24ºC ±1ºC durante 4 horas, protegido da luz. O 
método colorimétrico que utiliza o reagente de MTT é baseado na redução do sal de 
tetrazólio (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazólio) através das 
desidrogenases mitocondriais do parasita à semelhança do método que utiliza o XTT. O 
sal passa da cor amarela para uma coloração violácea/violeta quando sofre redução, 
possibilitando a quantificação por espetrofotometria. 
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Figura 14 – Esquema da placa de 96 poços com 
disposição das concentrações de Anfotericina B 
utilizadas. 
P, PBS; NT, Estirpe não tratada. 
 
A absorvância foi lida em espetrofotómetro com um comprimento de onda de 595 nm. 
Foram efetuados três ensaios independentes para cada estirpe com 6 replicados para 
cada concentração. Foram calculados as CI50, através do programa GraphPad Prism 5.0. 
 
2.2.4.2 Avaliação da citotoxicidade e do índice de seletividade 
 
Determinou-se a dose letal de AnfB que mata 50% das células do hospedeiro (DL50). 
Para tal, utilizou-se a linha celular comercial RAW 264.7 (Abelson murine leukemia 
virus-induced tumor: ATCC® TIB-71™, proveniente de murganho BALB/c (Mus 
musculus), contendo monócitos e macrófagos. A manutenção desta linha encontra-se 
descrita no ponto 2.3.1.. Após contagem das células e avaliação da sua viabilidade no 





contador de células “CASY Counter” (Innovatis), ajustou-se a concentração para 5E+05 
células/mL. A citotoxicidade da AnfB, na linha celular RAW264.7, foi estabelecida, 
através do método colorimétrico MTT já descrito, com excepção da temperatura de 
incubação, a qual foi 37ºC ± 1ºC com uma atmosfera de 5% de CO2 (Heraeus). 
O índice de seletividade (IS), determinou-se pela razão entre o DL50 obtido para a linha 
celular RAW264.7 e o CI50 de cada estirpe de Leishmania, como descrito por Weninger 
et al. (2001). 
 
2.3. Ensaios “in vitro” com amastigotas de Leishmania 
 
2.3.1. Linhas celulares 
 
Foram utilizadas duas linhas celulares: RAW 264.7 (descrita em 2.2.4.2.) e outra não 
aderente, humana (Homo sapiens), contendo monócitos: U-937 (Human histiocytic 
lymphoma: ATCC® CRL-1593.2™). 
De forma a manter a sincronização do crescimento celular de ambas as linhas, 
determinou-se que as subculturas fossem efetuadas às 2 as, 4 as e 6as feiras, mantendo 
sempre uma concentração celular entre 1E+05 e 2E+06 células/mL, fazendo-se uma 
diluição de 1:3, conforme recomendado nas fichas técnicas das respetivas linhas 
celulares. As culturas foram incubadas em posição vertical (U-937) ou horizontal 
(RAW 264.7) a 37ºC ± 1ºC com uma atmosfera de 5% de CO2. 
 
2.3.2. Diferenciação de linhas celulares 
 
Uma vez que as linhas celulares utilizadas não são diferenciadas em macrófagos, 
procedeu-se à otimização da sua diferenciação utilizando PMA (“phorbol myristic 
acid”, Sigma), numa concentração de 100 ng/mL em meio de cultura líquido RPMI 
suplementado. 
O PMA é um diéster de forbol e um forte promotor tumoral e ativador das vias de 
transdução de sinal das proteínas cinases C, induzindo a proliferação e transformação 
celular (Castagna, 1982). 





Em ambiente estéril, pipetou-se 50 µL de cultura celular previamente homogeneizada 
para um tubo de plástico com 10 mL da solução de diluição “casy toner”, procedendo-se 
à determinação da concentração celular no contador de células “CASY Counter”. 
Ajustou-se a concentração das linhas celulares U-937 para 5E+05 células/mL e da 
RAW 264.7 para 1E+05 células/mL, uma vez que se verificou que a última possui uma 
velocidade de crescimento superior, centrifugando a 118 g, durante 10 minutos, à 
temperatura ambiente. O sedimento foi posteriormente ressuspendido em RPMI com 
100 ng/mL de PMA. 
Após homogeneizar a cultura de células, incubou-se 300 µL/poço da suspensão celular 
numa lâmina de 8 poços (LabteK, Nunc) (Figura 15). As culturas foram incubadas a 
37ºC ± 1ºC com uma atmosfera de 5% de CO2, com diferentes tempos de incubação: 24, 
48 e 72 horas. 
  
Figura 15 – Lâminas com câmara de 8 poços. (Adaptado de: 
Amazon, 2013). 
 
Após o tempo de incubação, os macrófagos diferenciados, aderentes ao fundo dos 
poços, foram lavados com PBS 1X, para remover o meio e as células não diferenciadas 
na suspensão. 
As lâminas foram secas ao ar, fixadas com metanol e coradas com Giemsa (1 gota/mL 
de água, 10 minutos) (Figura 16). Após coloração com Giemsa efetuaram-se 
preparações definitivas, colocando uma gota de Entellan (Sigma), uma lamela de vidro 
comprida, calcando a mesma até todo o Entellan ficar espalhado por baixo desta. 
 






Figura 16 – Coloração de lâminas com Giemsa 
(Fotografia da autora). 
 
As lâminas contendo as duas linhas celulares diferenciadas com os diferentes tempos de 
incubação foram observadas ao microscópio óptico numa ampliação de 1000 x, tendo-
se determinado o tempo de diferenciação ótimo para ambas. 
 
2.3.3. Infeção de linhas celulares 
 
Nesta experiência selecionaram-se as estirpes de Leishmania utilizadas em 2.2.4. 
Conforme descrito em 2.3.2., efetuou-se previamente a diferenciação de ambas as linhas 
celulares. 
Os macrófagos diferenciados, aderentes ao fundo dos poços, foram lavados com RPMI 
suplementado, para remover o meio e as células não diferenciadas na suspensão. 
As concentrações dos parasitas das várias estirpes, em fase estacionária, foram ajustadas 
para 2,5E+06 promastigotas/mL (U-937) e 2,5E+05 promastigotas/mL (RAW 264.7) e 
300 μL de suspensão de parasitas foi adicionada a cada poço contendo os macrófagos 
diferenciados, para uma proporção final de 5 parasitas : 1 macrófago e 2.5 parasitas : 1 
macrófago, respetivamente. 
As culturas foram incubadas novamente a 37ºC ± 1ºC com uma atmosfera de 5% de 
CO2, durante 48 horas. Após o tempo de incubação, os macrófagos infetados, foram 
cuidadosamente lavados com PBS 1X, para remover o meio contendo os parasitas não 
internalizados. As lâminas foram secas ao ar, fixas com metanol e coradas com Giemsa 





(1 gota/mL de água, durante 10 minutos) tendo posteriormente sido efetuadas as 
preparações definitivas. 
As lâminas foram observadas ao microscópio ótico numa ampliação de 1000 x, tendo-se 
determinado as taxas de infeção para cada estirpe de Leishmania (nº de macrófagos 
infetados em cada 100 macrófagos contados aleatoriamente) e a intensidade de infeção 
(nº de parasitas por macrófago em cada 100 macrófagos contados aleatoriamente). 
 
2.4. Análise Estatística 
 
A análise estatística foi realizada utilizando o software “Statistical Package for Social 
Sciences” versão 21.0 (SPSS®) para o Windows XP. 
Após a verificação dos pressupostos necessários para a realização do teste paramétrico 
ANOVA one way , decidiu-se utilizar o teste não paramétrico de Krustal-Wallis, para 
comparar o comprimento do corpo celular dos promastigotas, ao longo do tempo 
(2.2.1). Os resultados foram representados como valores médios ± desvio padrão. As 
diferenças foram consideradas significativas a um nível de significância de 5% (p<0.05) 
(Pereira, 2002). 
O teste não paramétrico de Friedman foi utilizado para comparar as percentagens de 
viabilidade entre as estirpes ao longo das concentrações de H2O2 (2.2.2.). Os resultados 
foram representados como valores médios ± desvio padrão. Quando a hipótese nula foi 
rejeitada, múltiplas comparações foram realizadas para determinar quais as estirpes que 
diferem entre si, utilizando um nível de significância de 5% (p<0.05) (Mello, 1997). 
O teste não paramétrico Qui-Quadrado foi utilizado para comparar as taxas de infeção 
entre as diferentes estirpes e a permissividade de infeção das duas linhas celulares 
utilizadas (2.3.3.). Os resultados foram representados como valores médios ± desvio 
padrão. Quando a hipótese nula foi rejeitada, múltiplas comparações foram realizadas 
para determinar qual as estirpes estatísticamente diferentes, utilizando um nível de 
significância de 5% (p<0.05) (Pereira, 2002). 




CAPÍTULO III - RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A ocorrência de estirpes híbridas entre diferentes espécies de Leishmania tem sido 
descrita em várias regiões endémicas (Ravel et al, 2006; Noyes et al, 1996; Dujardin et 
al, 1995). L. infantum e L. major são duas espécies de Leishmania do Velho Mundo, 
pertencentes aos complexos L. donovani e L. major, respetivamente. São 
filogeneticamente distanciadas e causam diferentes quadros clínicos. 
 
1. Pesquisa de novas espécies de Leishmania 
 
Um total de 229 amostras de sangue medular canino, correspondentes a 229 cães 
provenientes da região de Trás-os-Montes e Alto-Douro, foram recebidas no 
Laboratório de Leishmanioses do IHMT. Do total de amostras provenientes de cães, 79 
foram classificadas como aparentemente saudáveis (AS - ausência de sinais clínicos) e 
150 de cães clinicamente suspeitos (PS - presença de sinais clínicos). 
 
1.1. Exame parasitológico cultural 
 
Das 229 culturas efetuadas, foram isoladas três estirpes de Leishmania. As três estirpes 
isoladas pertenciam a três cães PS; um cão sem raça determinada (SRD) com 
emaciação, um cão SRD com onicogrifose e úlceras no pavimento auricular e um 
Husky Siberiano com conjuntivite, descamação e emagrecimento. 
 
O baixo limiar de deteção da presença do parasita obtido com técnicas parasitológicas 
culturais, já descrito por outros autores (Osman et al, 1997; Ashford et al, 1995), vem 
reforçar a necessidade de recorrer a técnicas mais sensíveis para o diagnóstico desta 
doença, como é o caso do diagnóstico molecular por PCR. 
 
1.2. Deteção de DNA de Leishmania 
 
Após a extração de DNA de todas as amostras, efetuou-se a amplificação do gene da β-
actina canina, num total de 25 amostras de DNA aleatórias, das diferentes datas de 




extração, de forma a avaliar a eficácia da extração de DNA. Em todas estas amostras 
obteve-se um produto de amplificação de 283 pb, correspondente ao amplicão da 
sequência em estudo, validando a metodologia de extração de DNA utilizada, para 
posterior utilização destas amostras nos estudos seguintes. 
 
Avaliou-se a presença de DNA de Leishmania nas amostras estudadas, utilizando-se 
quatro protocolos de PCR diferentes, permitindo a diferenciação ao nível do género 
(SSU rRNA Nested-PCR) e ao nível da espécie (MC-PCR, ITS1-PCR e LmjUni-PCR).  
Os protocolos de MC-PCR, ITS1-PCR e LmjUni-PCR revelaram DNA de L. infantum 
com um amplicão correspondente ao esperado para cada um dos protocolos (447 pb, 
311 pb e 800 pb, respetivamente) (Figura 17), enfatizando a presença desta espécie em 
Portugal, na região de Trás-os-Montes e Alto-Douro.  
Das amostras analisadas neste estudo, além de DNA de L. infantum – espécie endémica 
em Portugal -, não foi detetado DNA de outras espécies de Leishmania, ou de “novas 
espécies” híbridas, nomeadamente estirpes L. infantum/L. major já anteriormente 
identificadas em Portugal (Ravel et al, 2006). 





Figura 17 – Produtos de amplificação, obtidos com os quatro protocolos de PCR. 
A) MC-PCR, B) ITS1-PCR, C) LmjUni-PCR; D) SSU rRNA Nested-PCR. M, 
marcador de 100 pb; 1, amostra negativa; 2, amostra positiva; 3, amostra negativa; 4, 
amostra positiva; 5, Controlo L. infantum; 6, Controlo L. major; 7, Controlo negativo 
(H2O). Seta a vermelho indica o tamanho do amplicão. 
 
De uma forma geral, verificou-se uma maior percentagem de amostras positivas com o 
protocolo SSU rRNA Nested-PCR (37.55%), tendo o ITS1-PCR apresentado o menor 
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Tabela 12 – Amostras positivas com os diferentes protocolos de PCR na 




Nº total de amostras 
positivas 
% de amostras 
positivas 
PS AS 
MC-PCR 28 5 33 14.41 
ITS1-PCR 18 2 20 8.73 
SSU rRNA Nested-PCR 66 20 86 37.55 
LmjUni-PCR 23 10 33 14.41 
PS, Presença de sinais clínicos; AS, Ausência de sinais clínicos. 
 
Em todos os protocolos, a deteção de DNA parasitário foi superior nos cães PS, tendo-
se obtido um total de 105 (45,85%) amostras positivas por pelo menos um dos 
protocolos. No entanto, foi com o protocolo do SSU rRNA Nested-PCR que se 
observou uma maior percentagem de amostras positivas. Este protocolo revelou ser o 
mais sensível e por isso uma ferramenta importante para detetar DNA de Leishmania, 
sobretudo nos AS, permitindo uma possível intervenção nas fases iniciais da doença. 
É conhecido o elevado número de infeções assintomáticas por Leishmania sp. Cardoso 
et al (2004) também salientam esta elevada percentagem de infeções assintomáticas, 
tendo observado que em 60 animais seropositivos, 51 (85%) não tinham sinais clínicos 
compatíveis com Lcan. Resultados similares foram encontrados em outras áreas da 
Bacia mediterrânica, nomeadamente em Portugal, Espanha, Turquia e Córsega (Cortes 
et al, 2012a; Solano-Gallego et al, 2001; Ozbel et al, 2000; Neogy et al, 1992). A 
elevada percentagem de infeções assintomáticas poderá estar relacionada com animais 
que desenvolveram algum nível resposta imune celular ao longo do tempo e que se 
acredita limitar a evolução da doença (Cabral et al, 1998). 
Apesar de alguns autores descreverem que a infeciosidade aumenta com o aumento de 
severidade da doença, isto é, os cães com sinais clínicos têm maior probabilidade de 
transmitir os parasitas aos vetores flebotomíneos, do que os cães sem sinais clínicos 
aparentes (Quinnell e Courtenay, 2009; Michalsky et al, 2007), é importante salientar, 
que os últimos, podem também contribuir para a transmissão do parasita (Campino e 
Maia, 2012; Guarga et al, 2000). Estes cães poderão atuar como reservatórios levando à 




disseminação da doença e aumento da sua prevalência quer noutros canídeos quer em 
humanos, sendo por isso importante utilizar medidas de controlo em animais com e sem 
sinais clínicos aparentes (Campino e Maia, 2012; Baneth, 2008).  
 
O protocolo MC-PCR, que permite a deteção de DNA de Leishmania do complexo L. 
donovani, ou seja identificação de L. infantum e L. donovani (Cortes et al, 2004), 
permitiu a deteção de 33 amostras positivas (Figura 17 A). Apesar de este protocolo não 
ser o mais sensível, apresenta como vantagem, em relação aos outros protocolos, a 
possibilidade de identificação e genotipagem por PCR-RFLP de amostras de L. 
infantum em Portugal, uma vez que esta é a espécie prevalente no nosso país (Campino 
et al, 2006; Cortes et al, 2006). 
O protocolo ITS1-PCR, revelou ser o menos sensível tendo apenas detetado 20 amostras 
positivas de um total de 105 amostras positivas. 
Já o protocolo LmjUni-PCR demonstrou uma maior sensibilidade, tendo detetado 33 
amostras positivas. Este último protocolo, apresentou como principal desvantagem a 
frequente amplificação de produtos inespecíficos e ainda, analisando a intensidade da 
banda de eletroforese (Figura 17 C), um baixo número amplicões para DNA de L. 
infantum comparativamente a DNA de L. major. Este fato poderá estar relacionado com 
os “primers” Lmj4 e Uni21, os quais foram desenhados com base na sequência do mini-
círculo de L. major (Anders et al, 2002). 
O protocolo SSU rRNA Nested-PCR revelou uma elevada sensibilidade. No entanto, 
verificou-se uma facilidade de contaminação entre amostras positivas e negativas, 
possivelmente relacionado com a quantidade de amplicões gerados na primeira PCR e a 
diluição do primeiro produto de PCR e utilização desta diluição para a segunda PCR. 
Para diminuir a possibilidade de falsos positivos, para as amostras positivas no SSU 
rRNA Nested-PCR e negativas com os outros protocolos (MC-PCR, LmjUni-PCR e 
ITS1-PCR), repetiu-se posteriormente o PCR, colocando aleatoriamente controlos 
negativos entre amostras. Todos os resultados foram concordantes com os anteriormente 
obtidos. 
Foi avaliada a especificidade do protocolo SSU rRNA Nested-PCR. Este protocolo não 
se mostrou 100% específico para Leishmania, uma vez que amplificou DNA de outros 
microorganismos como Trypanosoma brucei, Plasmodium falciparum, Criptococus 




neoformans e Borrelia garinii (Figura 18). van Eys et al (1992) testaram a 
especificidade destes primers, utilizando DNA de Crithidia fasciculata, T. brucei, 
Escherichia coli, Phlebotomus guggisbergi e Homo sapiens, tendo igualmente obtido 
amplificação com T. brucei e ainda C. fasciculata. Apesar de ser pouco provável a 
presença destes microorganismos no tipo de amostra biológica utilizada (sangue 
medular canino) e na região geográfica em estudo, não se deverá ignorar a falta de 
especificidade deste protocolo. Ainda, o protocolo de SSU rRNA Nested-PCR não 
permite a diferenciação da espécie, uma vez que diferencia só até ao nível do género, ao 
contrário dos protocolos baseados no DNA cinetoplastideal (LmjUni-PCR e MC-PCR) 
e na região ITS1 que permitem a identificação de espécies de Leishmania (Schönian et 
al, 2003; Anders et al, 2002). 
 
 
Figura 18 – Produtos de amplificação de SSU rRNA Nested-PCR. 
M, marcador de 100 pb; 1, Amostra de sangue medular negativa para DNA de 
Leishmania; 2, Amostra de sangue medular positiva para DNA de Leishmania 
(previamente negativa por MC-PCR, LmjUni-PCR e ITS1-PCR); 3, Amostra de 
sangue medular positiva para DNA de Leishmania (previamente negativa por 
MC-PCR, LmjUni-PCR e ITS1-PCR); 4, L. infantum do Velho Mundo; 5, L. 
infantum (= L. chagasi) do Novo Mundo; 6, L. donovani; 7, L. archibaldi; 8, L. 
major; 9, L. tropica; 10, L. braziliensis; 11, T. brucei; 12, T.cruzi; 13, P. 
falciparum; 14, Hepatozoon; 15, Babesia; 16, C. neoformans; 17, C. parapsilosis; 
18, Cercopithifilaria; 19, Bartonella; 20, Ehrlichia; 21, Leptospira; 22, B. garinii; 
23, Controlo negativo (H2O). 
 




Estes resultados demonstram a importância de uma seleção adequada do método 
molecular a utilizar, assim como de usar mais do que um alvo molecular para a deteção 




A diversidade genética de populações parasitárias de Leishmania spp., tem sido 
estudada com base em diferentes marcadores moleculares (revisto por Schönian et al, 
2010; 2008). O kDNA tem sido um dos alvos moleculares mais utilizados quer no 
diagnóstico molecular, quer em genotipagem de diferentes espécies e estirpes de 
Leishmania (Cortes et al, 2006; Ferroglio et al, 2006; Cortes et al, 2004; Noyes et al, 
1998). Neste trabalho foi efetuada a metodologia de kDNA-PCR-RFLP a partir dos 
produtos de MC-PCR, de acordo com o protocolo desenvolvido por Cortes et al (2006). 
 
Do total das 33 amostras que deram positivas pelo MC-PCR, apenas 16 apresentaram 
uma banda suficientemente forte para considerar o seu produto para restrição 
enzimática.  
As amostras genotipadas, foram recolhidas de dezasseis cães com a seguinte 
caraterização clínica: dois cães sem sinais clínicos aparentes e catorze cães com os 
seguintes sinais clínicos: lesões cutâneas, úlceras nasais, emaciação, emagrecimento, 
atrofia muscular, úlceras de decúbito, alopecia periocular, descamação furfurácea, 
onicogrifose, úlceras nos pavimentos auriculares e conjuntivite. Dois dos cães com 
sinais clínicos, foram testados contra a presença de anti-corpos anti-Leishmania 
utilizando um teste rápido (“SpeedLeish”), os quais tiveram resultado positivo. 
Todas as amostras (n=16) incluídas nesta análise, originaram um a três fragmentos de 
hidrólise para as diferentes endonucleases (Figura 19). 
 





Figura 19 – Produtos de restrição de MC-PCR-RFLP. 
A) BglII, B) ScrFI, C) RsaI, D) VspI, E) HpaII, F) DdeI. M, Marcador 50 pb; 1, produto 
não hidrolisado; 2, controlo positivo genótipo A; 3, amostra positiva genótipo B; 4, 
amostra positiva genótipo B; 5, controlo negativo – sem DNA. 
 
Efetuou-se uma análise combinada dos segmentos de restrição do kDNA obtido com 
cada uma das seis enzimas de restrição (Anexo 1, Tabela 1 e 2) e identificou-se um 
único perfil de restrição ou genótipo comum às 16 amostras analisadas – o genótipo B 
(Figura 20). Este resultado vem suportar os dados anteriormente descritos, como sendo 
o genótipo B o segundo mais frequente em Portugal e o mais frequente na região de 
Trás-os-Montes e Alto-Douro (Cortes et al, 2006). É importante notar, que o genótipo B 
é o ancestral comum de vários genótipos presentes em Portugal, nomeadamente o 
genótipo A, o mais comum na população portuguesa, e ainda, que o genótipo B, foi 
identificado quer em estirpes provenientes de humanos, de caninos e de flebótomos. 
Apesar de terem sido estudadas apenas amostras do reservatório canino, o MC-
PCR.RFLP, além de esclarecer o genótipo das estirpes de Leishmania circulantes na 
zona estudada, permite ainda inferir sobre o ciclo de transmissão do parasita (Schönian 
et al, 2008; Cortes et al, 2006; Cupolillo et al, 2003).  
 





Figura 20 – Árvore filogenética contendo genótipos encontrados em diferentes 
estirpes de L. infantum e L. donovani isoladas a partir dos hospedeiros humano e 
canino e vetor. A bola a vermelho representa o genótipo B, encontrado nas 
amostras caninas analisadas (Adaptado de: Cortes et al, 2006). 
 
2. Ensaios “in vitro” de estirpes parentais e híbridas de Leishmania 
 
Um dos objetivos deste estudo foi a pesquisa de “novas espécies” ou híbridos de 
Leishmania em Portugal, e posterior estudo do seu comportamento biológico. Uma vez 
que não foram encontradas “novas espécies”, efetuaram-se os diferentes estudos “in 
vitro” apenas com espécies de L. infantum e L. major e híbridas L. infantum/L. major, 
previamente isoladas. 
 
2.1. Ensaios “in vitro” com promastigotas de Leishmania 
 
Neste capítulo avaliou-se o comportamento biológico de diferentes estirpes das espécies 
de L. infantum, L. major e híbridas L. infantum/L. major, procurando comparar os seus 
fenótipos, quando expostos a diferentes ambientes. 
 
2.1.1. Dinâmicas de crescimento e densidades parasitárias 
 
Para esta experiência, foram avaliadas, durante 12 dias, as dinâmicas de crescimento e 
as densidades parasitárias (padrões de crescimento) de cinco estirpes de Leishmania: 




duas L. infantum (IMT 151 e IMT 316), uma L. major (LEM 2164) e duas estirpes 
híbridas L. infantum/L. major (IMT 208 e IMT 211). 
De um modo geral, observaram-se padrões de crescimento distintos entre as diferentes 
estirpes estudadas, mesmo dentro da mesma espécie (Figura 21) à semelhança de outros 
estudos realizados em promastigotas de Leishmania do Velho e Novo Mundos (Cortes 
et al, 2012b; Kbaier-Hachemi et al, 2011). Por outro lado, todas as curvas de 
crescimento demonstraram o maior pico de densidade parasitária ao 6º dia (variando 
entre 1.93E+07 e 2.51E+07 promastigotas/mL), exceto a curva da estirpe L. infantum 
IMT 316, cujo pico de densidade parasitária foi atingido ao 7º dia, evidenciando uma 
menor densidade parasitária (7.13E+06 promastigotas/mL). Ao 12º dia, à exceção da 
IMT 316, todas as estirpes tiveram densidades parasitárias idênticas. 
Relativamente à percentagem de formas promastigotas metacíclicas, estas variaram 
entre 1.55% e 21.69%. Esta baixa percentagem de formas promastigotas metacíclicas 
foi já descrita por outros autores, nomeadamente em L. infantum do Velho Mundo, cuja 
percentagem não ultrapassou os 6% (Kbaier-Hachemi et al, 2011). Verificou-se ainda 
para as estirpes de L. infantum (IMT 151 e IMT 316), que a percentagem de formas 
promastigotas metacíclicas foi superior nos primeiros dias, em relação às estirpes 
híbridas (IMT 208 e IMT 211) e nestas, em relação à estirpe de L. major (LEM 2164). 
Para todas as estirpes, a percentagem mais elevada de promastigotas metacíclicos foi 
observada próxima do pico de parasitas totais. Também Kbaier-Hachemi et al (2011), 
descrevem este fenómeno, sublinhando o fato da metaciclogénese precoce em estirpes 
de L. infantum, poder estar associada a uma capacidade de disseminação do parasita e 
patogenicidade mais graves em estirpes viscerais do que em estirpes cutâneas. Esta 
particularidade poderá ter um impacto relevante no tropismo das estirpes híbridas, pois 
também estas revelaram uma metaciclogénese precoce em relação à estirpe de L. major.  
Relativamente às dinâmicas das estirpes híbridas, verificou-se que, a fase logarítimica 
(log) da híbrida IMT 208 foi similar à de L. major LEM 2164, enquanto a fase log da 
híbrida IMT 211 foi similar à L. infantum IMT 151. O número de parasitas no final da 
fase log foi idêntico entre as estirpes. Estes resultados vêm reforçar as similaridades 
entre estirpes híbridas com as putativas parentais já descritas em espécies do Novo 
Mundo (Cortes et al, 2012b). 




À semelhança de estudos que demonstraram que uma população parasitária de 
Leishmania spp. é heterogénea, isto é, diferentes clones de uma mesma estirpe poderão 
ter comportamentos biológicos diferentes (Cortes et al, 2012b; Volf et al, 2007), seria 
relevante avaliar os padrões de crescimento de clones destas estirpes híbridas (e de 

































































































































































































Figura 21 – Dinâmicas de crescimento das estirpes parentais L. infantum (IMT 151 e 
IMT 316), L. major (LEM 2164) e híbridas L. infantum/L. major (IMT 208 e IMT 211). 
Linhas, padrões de crescimento; colunas, percentagem de promastigotas metacíclicos. 
Resultados representam a média de quatro replicados e dois ensaios independentes; as 
barras de erro representam o desvio padrão. 
 
Durante o ensaio do estudo dos padrões de crescimento, foi elaborada, em paralelo, uma 
análise morfológica. Esta consistiu na observação microscópica dos parasitas fixados e 




corados e medição do comprimento do corpo celular das formas promastigotas para 
cada estirpe, nos dias 3, 6 e 9. O comprimento do corpo celular foi tratado como 
variável dependente, sendo a estirpe e o dia tratadas como variáveis independentes. 
Na generalidade, observaram-se diferenças nos comprimentos dos corpos celulares de 
todas as estirpes e espécies em estudo (Figura 22), como previamente descrito por Bates 
(1994). 
No dia 3, verificou-se que as estirpes de L. infantum (IMT 151 e IMT 316) 
apresentaram um comprimento médio das formas promastigotas entre os 9.74 µm e 
10.20 µm, as estirpes híbridas (IMT 208 e IMT 211) com valores superiores, entre 
12.27 µm e 12.39 µm, e os parasitas L. major (LEM 2164) com valor intermédio de 
10.97 µm, respetivamente. Com p=0.049, verificou-se que houve apenas uma diferença 
estatisticamente significativa entre as estirpes L. infantum IMT 316 e híbrida IMT 208. 
No dia 6, os parasitas das estirpes L. infantum mantiveram um comprimento médio 
menor (entre 11.06 µm e 10.21 µm) do que as híbridas e L. major. Neste dia, notaram-
se mais diferenças estatisticamente significativas, nomeadamente a estirpe L. infantum 
IMT 316 relativamente às estirpes híbridas IMT 208 (p=0.021), IMT 211 (p=0.003) e L. 
major LEM 2164 (p=0.007). 
No dia 9, observou-se um aumento do tamanho médio do comprimento dos 
promastigotas da estirpe híbrida IMT 211 com 15.62 µm, que foi significativamente 
diferente das estirpes IMT 316 (p=0.000), IMT 208 (p=0.001) e LEM 2164 (p=0.005). 
 










































IMT 151 IMT 316 IMT 208 IMT 211 LEM 2164
Dia 3 Dia 6 Dia 9
 
Figura 22 – Comprimento médio dos corpos celulares das estirpes parentais 
L. infantum (IMT 151 e IMT 316), L. major (LEM 2164) e híbridas L. 
infantum/L. major (IMT 208 e IMT 211) em condições normais de 
crescimento. 
Os resultados representam a média de 20 replicados de um ensaio 
independente. As barras de erro, representam o desvio padrão. 
 
De uma forma geral, a estirpe IMT 316, isolada de um caso de leishmaniose canina, 
apresenta um tamanho inferior aos das outras estirpes (isoladas de casos de 
leishmaniose humana) durante a sua dinâmica de crescimento normal. Apesar de não 
estar descrita a relação entre as dimensões do parasita e o tipo de hospedeiro vertebrado 
de que foi isolado, e tendo em conta o baixo número de estirpes testadas, este poderá ser 
um fato importante a analisar. A diferente proveniência das estirpes, poderá conferir-
lhes determinadas caraterísticas, como por exemplo ao nível de expressão de proteínas 
membranares, as quais estão mais relacionadas com fenómenos de endo e exocitose, 
responsáveis pela entrada/saída de espécies reativas de oxigénio (ROS) na célula. Desta 
forma, outros estudos fenotípicos e genotípicos deverão ser efetuados para avaliar se 
estas (e outras) estirpes poderão apresentar uma vantagem ou desvantagem seletiva na 
proliferação do parasita e disseminação da infeção no hospedeiro vertebrado. 
Um maior número de estirpes e espécies provenientes de diferentes hospedeiros deveria 
ser incluído num estudo deste tipo, para esclarecer se o hospedeiro tem ou não um 




impacto no comportamento biológico do parasita e consequentemente na sua 
infeciosidade noutros hospedeiros mamíferos. 
 
2.1.2. Avaliação de “stress” oxidativo 
 
Uma vez que a infeciosidade é acompanhada da habilidade para evadir ou resistir a 
efeitos microbicidas dos macrófagos, avaliou-se a toxicidade de H2O2 exógeno. Através 
da percentagem de viabilidade parasitária, determinou-se a concentração do composto 
que inibe 50 % dos parasitas (CI50) (Figuras 23 e 24). 
 
 
Figura 23 – Resultado de um ensaio com 
H2O2 revelado pelo método de XTT. 
 
De uma forma geral, todos os parasitas das estirpes estudadas foram sensíveis à 
exposição de H2O2, sendo que a sua viabilidade diminuiu com o aumento da 
concentração deste peróxido (Figura 24A). Também Wilson et al (1994), observaram 
em promastigotas de L. infantum do Novo Mundo, que existe uma perda de viabilidade 
dos parasitas, proporcional ao aumento de concentração de H2O2. 
Na concentração mais elevada de H2O2 (1000 µM), todas as estirpes demonstraram 
aproximadamente a mesma percentagem de viabilidade, ou seja, aproximadamente 
50%. 
Embora este estudo seja relativo a um número reduzido de espécies/estirpes de 
Leishmania, é de notar a plasticidade biológica das estirpes híbridas estudadas. 
Enquanto a estirpe híbrida IMT 211 demonstrou maior percentagem de viabilidade do 
que todas as outras estirpes, a estirpe híbrida IMT 208 apresentou os menores valores de 




viabilidade. Os valores de CI50 encontrados refletem a suscetibilidade das diferentes 









































Figura 24 – Efeito do peróxido de hidrogénio nas estirpes de L. infantum (IMT 151 e 
IMT 316), L. major (LEM 2164) e híbridas L. infantum/L. major (IMT 208 e IMT 211). 
A) Curvas de viabilidade dos parasitas; B) Concentração inibitória para 50% dos 
parasitas em cultura (CI50). Os resultados representam a média de oito replicados e três 
ensaios independentes. As barras de erro, representam o desvio padrão. 
 
Particularmente, observou-se que a percentagem de viabilidade da estirpe híbrida IMT 
208 foi significativamente diferente da percentagem de viabilidade da estirpe híbrida 
IMT 211 (p=0.000), assim como das putativas parentais IMT 316 (p=0.011) e LEM 
2164 (p=0.019). Verificou-se ainda que a percentagem de viabilidade da estirpe putativa 
parental IMT 151 foi significativamente diferente da percentagem de viabilidade da 
IMT 316 (p=0.047) e da híbrida IMT 211 (p=0.006). 
 
Apesar do comportamento diferenciado entre as estirpes híbridas L. infantum/L. major e 
as putativas parentais, Cortes et al (2012b), não observaram diferenças detetáveis no 
efeito leishmanicida de ROS, entre estirpes híbridas L. braziliensis/L. peruviana e as 
suas putativas parentais. 
A elevada plasticidade demonstrada pelas estirpes híbridas estudadas, sugere que estas 
possam ter adquirido caraterísticas genéticas conferentes de mecanismos de adaptação 
ambiental para evadir/resistir ao potencial efeito microbicida das células-alvo 
(macrófagos). 




Como complemento a este estudo, seria interessante a análise da produção de óxido 
nítrico (NO) ou a expressão de sintetase de NO (iNOS) pelos macrófagos infetados com 
estas (e outras) estirpes/espécies, por exemplo em linhas celulares macrofágicas, 
permitindo obter mais informação relativamente à interação parasita-célula. 
Quanto à estirpe L. infantum IMT 316, neste estudo verificaram-se algumas diferenças, 
comparativamente à outra estirpe L. infantum (IMT 151) estudada (p=0.047), e à estirpe 
híbrida IMT 208 (p=0.011). Tal como discutido na secção anterior, um maior número 
de estirpes/espécies provenientes de diferentes hospedeiros deveria ser incluído, para 
esclarecer o impacto do hospedeiro no comportamento biológico deste parasita. 
 
2.1.3. Avaliação de “stress” nutricional 
 
Estudou-se o comportamento biológico das estirpes estudadas em 2.1.2. sob o efeito de 
“stress” nutricional, avaliando-se a sua taxa de sobrevivência “in vitro”, com depleção 
de nutrientes do meio de cultura. 
Sob o efeito de “stress” nutricional, observou-se uma homogeneidade de padrões de 
crescimento entre todas as estirpes, tendo as suas dinâmicas sido semelhantes às 
dinâmicas na ausência de “stress” (Figura 25). Por outro lado, verificou-se que, com a 
diminuição de nutrientes (menores concentrações de Schneider e, consequentemente 
maior percentagem de “stress”), os parasitas apresentaram um crescimento mais lento.  
Para 0% e 25% de “stress” nutricional, as curvas padrão apresentam grande 
similaridade, sugerindo que a concentração de meio utilizado em laboratório, possa ser 
adaptado, no sentido de uma maior rentabilidade e poupança, sem comprometer a 
viabilidade e crescimento dos parasitas. 
Ainda, na maioria dos casos, para 50% e 75% de “stress”, os parasitas tiveram um 
crescimento mais lento, atingindo tardiamente valores superiores de densidades 
parasitárias, comparativamente às verificadas em menores percentagens de “stress” 
nutricional. 
Também, nesta experiência, se verificou um comportamento diferenciado entre a estirpe 
IMT 316 e as restantes, com menores densidades parasitárias, quando submetida a 50% 
e 75% de “stress”. 




Quando submetidos a um “stress” nutricional de 99% e 100%, nenhuma das estirpes 
conseguiu multiplicar-se. Estudos semelhantes, efetuados por outros autores, com 
Trypanosoma cruzi - parasita protozoário geneticamente próximo de Leishmania -, 
descrevem a elevada plasticidade deste tripanosomatídeo a baixas concentrações de 
meio de cultura (Lewis et al, 2009). Este fato pode ser sugestivo da maior necessidade 

















































































































Figura 25 – Dinâmicas de crescimento das estirpes parentais L. infantum (IMT 151 e 
IMT 316), L. major (LEM 2164) e híbridas L. infantum/L. major (IMT 208 e IMT 211) 
sob condições de depleção de nutrientes do meio de cultura. 
Os resultados representam a média de 4 replicados e 2 ensaios independentes. 
 
Para complementar este estudo, seria interessante selecionar os parasitas previamente 
expostos a 50 e 75% de “stress” nutricional, visto que foram estes que apresentaram 




maior resiliência. A utilização desses parasitas expostos a elevados níveis de “stress” 
para a infeção de macrófagos, permitiria avaliar a sua capacidade infeciosa. Seria ainda 
pertinente estudar o genótipo destes parasitas, avaliando a existência de potenciais 
alterações ao nível das sequências génicas. 
Ainda, a realização deste ensaio com um maior número de estirpes, assim como a 
avaliação de determinados transportadores nutricionais específicos do parasita em 
diferentes condições de “stress”, poderia elucidar melhor as suas necessidades 
nutricionais e/ou plasticidade perante a falta de nutrientes essenciais. 
 
2.1.4. Susceptibilidade “in vitro” de Leishmania spp. à Anfotericina B 
 
2.1.4. 1. Avaliação da susceptibilidade dos parasitas 
 
Determinou-se a suscetibilidade “in vitro” dos promastigotas de Leishmania, das 
estirpes L. infantum: IMT 151 e IMT 373; L. major: LEM 2164 e LV 561 e híbridas L. 
infantum/L. major: IMT 208 e IMT 211 ao fármaco de 1ª linha, na Europa, para o 
tratamento de LV, através da determinação da percentagem de viabilidade das estirpes e 
a concentração inibitória de 50% dos parasitas (CI50) (Figuras 26 e 27). 
 
 
Figura 26 – Resultado de um ensaio de 
suscetibilidade com Anfotericina B revelado 
pelo método de MTT. 
NT, Estirpe não tratada. 
 




De uma forma geral, todas as estirpes foram suscetíveis à Anfotericina B (Figura 27, 
Tabela 13). Particularmente, verificou-se que as estirpes L. infantum (IMT 151 e IMT 
373) apresentaram menor suscetibilidade ao fármaco do que as estirpes L. major 
(LV561 e LEM 2164). À semelhança do comportamento biológico intermédio 
observado em 2.1.1. e 2.1.2, entre as estirpes híbridas e as putativas parentais, quando 
expostos a Anfotericina B, as estirpes híbridas também apresentaram suscetibilidades 
intermédias relativamente às putativas parentais.  
Para as estirpes de L. infantum, verificou-se que a IMT 151 apresentou menor 
suscetibilidade, com uma CI50 de 1.145 µg/mL, do que a IMT 373 com uma CI50 de 
0.862 µg/mL. Num estudo recente, em que se avaliou a suscetibilidade de estirpes de L. 
infantum a outros fármacos, incluindo a Anfotericina B, observou-se maior 
suscetibilidade nas estirpes L. infantum do que em estirpes híbridas L. infantum/L. 





























Figura 27 – Representação gráfica dos CI50 médios obtidos com as estirpes 
de Leishmania estudadas. 
Resultados representam a média de seis replicados e 3 ensaios 
independentes. As barras de erro, representam o desvio padrão. 












LEM 2164 0,706 0,631 - 0,790 0,900 
LV 561 0,206 0,180 - 0,235 0,900 
L.infantum/L.major 
IMT 208 0,366 - * 0,800 
IMT 211 0,216 0,160 - 0,290 0,900 
IMT 392 0,887 0,699 - 1,127 0,600 
L.infantum 
IMT 151 1,145 0,964 - 1,365 0,800 
IMT 373 0,862 0,584 - 1,289 0,900 
CI, concentração inibitória; R2, coeficiente de regressão linear; *, não foi possível o 
cálculo. 
 
Nas estirpes de L. major; a LEM 2164 apresentou menor suscetibilidade, do que a LV 
561, com CI50 de 0.706 µg/mL e 0.206 µg/mL, respetivamente. 
Relativamente às estirpes híbridas de L. infantum/L. major; estas apresentaram valores 
divergentes entre si, e intermédios comparativamente aos das putativas parentais, sendo 
que a IMT 392 apresentou a menor suscetibilidade, com um CI50 de 0.887 µg/mL, 
seguido da IMT 208 e da IMT 211 com CI50 de 0.366 µg/mL e 0.216 µg/mL, 
respetivamente. 
O comportamento intermédio entre as estirpes híbridas e as suas putativas parentais aqui 
observado, foi já descrito por outros autores, em estirpes híbridas do Novo Mundo 
(Cortes et al, 2012b). 
Na generalidade, observou-se ainda, que as estirpes com um maior número de 
passagens (IMT 373, IMT 392 e LEM 2164), apresentaram menores suscetibilidades, 
comparativamente às estirpes com menor número de passagens (IMT 208, IMT 211 e 
LV561). Moreira et al (2012), sugerem que o elevado número de passagens em cultura, 
poderão contribuir para a aquisição de mecanismos de adaptação ao fármaco. Por outro 
lado, a estirpe L. infantum IMT 151, apesar de ter um baixo número de passagens, 
apresentou o maior CI50. Para entender melhor o impacto da cultivação axénica 




contínua, na suscetibilidade dos parasitas a diferentes fármacos, um maior número de 
estirpes/espécies, com diferentes números de passagens, deveriam ser estudadas. 
Como complemento a este estudo, a determinação da concentração inibitória em 
parasitas de Leishmania na forma amastigota, quer num sistema 
“macrófagos/amastigotas”, quer num sistema “amastigotas axénicos”, seria crucial, 
visto que é um modelo mais aproximado da realidade, já que este fármaco é utilizado 
para o tratamento de leishmaniose no hospedeiro vertebrado e neste só se encontram as 
formas amastigotas (Rycker et al, 2013; Croft e Coombs, 2003). 
 
2.1.4.2. Avaliação da citotoxicidade e do índice de seletividade 
 
Para avaliação da seletividade do fármaco AnfB aos parasitas, realizou-se um ensaio de 
citotoxicidade, para a linha celular RAW 264.7, tendo-se obtido 29.987 µg/mL de dose 
letal que mata 50% das células (DL50). Posteriormente determinaram-se os índices de 
seletividade (IS) para cada estirpe. Todas as estirpes apresentaram IS>20 µg/mL 
(Tabela 14), corroborando a utilização deste, como um bom fármaco para o tratamento 
da leishmaniose (Nwaka e Hudson, 2006). 
 
Tabela 14 – Índices de seletividade de 
Anfotericina B das estirpes de Leishmania. 
Espécie Estirpe IS 
L. major 
LEM 2164 42,475 
LV 561 145,568 
L. infantum/L. major 
IMT 208 81,932 
IMT 211 138,829 
IMT 392 33,807 
L. infantum IMT 151 26,190 
IMT 373 34,788 
IS, Índice de seletividade. 
 
Diversos fatores poderão estar envolvidos nas diferenças de suscetibilidade dos 
parasitas das diferentes estirpes/espécies a este fármaco. Segundo Croft (2001), a 




variação de sensibilidade à Anfotericina B, deve-se aos diferentes tipos e quantidades de 
esteróis existentes na membrana do parasita, visto que é o principal alvo do fármaco. 
 
2.2. Ensaios “in vitro” com amastigotas de Leishmania 
 
Para avaliar a infeciosidade “in vitro” das estirpes de Leishmania utilizadas em 1.4., 
infetaram-se duas linhas celulares, U-937 e RAW 264.7 e determinaram-se as respetivas 
taxas e intensidades de infeção. 
 
2.2.1. Diferenciação de linhas celulares 
 
Uma vez que as linhas celulares utilizadas não são diferenciadas em macrófagos, 
otimizou-se o tempo necessário para a sua diferenciação, através de observação 
qualitativa das células diferenciadas após 24, 48 e 72 horas de exposição a PMA 
(“phorbol myristic acid”).  
 
Relativamente à linha celular U-937, observou-se uma densidade celular semelhante nos 
três períodos de incubação testados, na ausência e na presença de PMA (Figura 28). 
Quanto à qualidade da diferenciação, após 24 horas de incubação, observaram-se vários 
monócitos diferenciados em macrófagos, mas ainda alguns monócitos. Após 48 e 72 
horas de incubação, na presença de PMA, observou-se uma maior quantidade de 
macrófagos. 





Figura 28 – Tempos de incubação para otimização de diferenciação da linha celular U-
937. 
A, 24 horas sem PMA; B, 48 horas sem PMA; C, 72 horas sem PMA; D, 24 horas com 
PMA; E, 48 horas com PMA; F, 72 horas com PMA. Seta encarnada, Monócito; Seta 
verde, Macrófago (A=400x). 
 
Relativamente à linha celular RAW 264.7 (Figura 29), verificou-se uma maior diferença 
entre os três tempos de incubação, quer na quantidade de células diferenciadas em 
macrófagos, quer na densidade celular. Nas células não expostas a PMA, a densidade 
celular aumentou com o aumento do tempo de incubação, revelando sempre uma 
mistura de vários monócitos e alguns macrófagos. Nas células expostas a PMA, após 24 
horas de exposição, verificaram-se também vários monócitos e alguns macrófagos. 
Após 48 horas de exposição, observou-se uma maioria de células diferenciadas em 
macrófagos, enquanto às 72 horas de exposição, se verificaram diversos aglomerados 
celulares. 
 





Figura 29 – Tempos de incubação para otimização de diferenciação da linha celular 
RAW 264.7. 
A, 24 horas sem PMA; B, 48 horas sem PMA; C, 72 horas sem PMA; D, 24 horas com 
PMA; E, 48 horas com PMA; F, 72 horas com PMA. Seta encarnada, Monócito; Seta 
verde, Macrófago (A=400x). 
 
De acordo com os resultados obtidos para as duas linhas celulares, e atendendo à 
necessidade de se obter maior quantidade de macrófagos para uma infeção com sucesso, 
e uma boa dispersão celular, permitindo a contagem das células por microscopia, 
considerou-se como tempo óptimo para a diferenciação celular as 48 horas. 
 
2.2.2. Infeção de linhas celulares 
 
Estudos anteriores mostraram que a linha celular U-937, se revelou como modelo 
adequado para estudos de suscetibilidade a fármacos anti-Leishmania (Maia et al, 
2013). Relativamente à linha celular RAW 264.7 esta é, até à data de execução deste 
trabalho, a primeira descrição da sua utilização em estudos “in vitro” de infeção por 
Leishmania spp., embora já estejam descritos ensaios de citotoxicidade associados a 
estudos de susceptibilidade em Leishmania spp. (Mallick et al, 2013; Gour et al, 2012; 
Rondon et al, 2012; Wong et al 2012). 
 




De um modo geral, observaram-se diferenças nas taxas de infeção entre as duas linhas 
celulares, independentemente da espécie ou estirpe utilizada. A taxa de infeção 
observada na linha celular U-937 foi superior, com uma média de 45,71% de 
macrófagos infetados, sendo o valor máximo observado de 58% (Figura 30). Na linha 
celular RAW 264.7 observou-se uma menor taxa de infeção com uma média de 32,57% 
macrófagos infetados e um valor máximo de 44%. Na generalidade, estas diferenças 
não se mostraram significativas (p<0.05), à excepção da estirpe LV 561 que apresentou 
uma diferença estatisticamente significativa entre a linha celular RAW 264.7 e a linha 





















IMT151 IMT373       LEM2164        LV561         IMT208         IMT211        IMT392
 
Figura 30 – Taxas de infeção das diferentes estirpes de Leishmania, nas 
linhas celulares RAW 264.7 e U-937. 
*(p=0.001). Os resultados representam a média de duas contagens e um 
ensaio independente. As barras de erro representam o desvio padrão. 
 
Independentemente da linha celular, as taxas de infeção das diferentes estirpes não 
foram estatisticamente significativas (p<0.005). 
 
No que respeita a intensidade de infeção, observou-se uma relação proporcional 
comparativamente às taxas de infeção entre linhas celulares, ou seja, na generalidade, 
todas as estirpes se revelaram mais infeciosas para a linha celular U-937 
comparativamente à linha celular RAW 264.7. 
*




De uma forma geral, obteve-se uma maior intensidade de infeção na linha celular U-937 
em relação à RAW 264.7 (Figura 31 a 33, Tabela 15). Em particular, destacam-se as 
elevadas taxas de infeção da estirpe L. infantum IMT 373, seguidas de L. major LEM 
2164 e L. infantum IMT 151, as híbridas IMT 211 e IMT 392. As menores intensidades 




























IMT151 IMT373       LEM2164        LV561         IMT208         IMT211        IMT392
 
Figura 31 – Intensidades de infeção das diferentes estirpes de 
Leishmania, nas linhas celulares RAW 264.7 e U-937. 
Os resultados representam a média de duas contagens e um ensaio 
independente. As barras de erro representam o desvio padrão. 
 
Tabela 15 – Intensidades de infeção das diferentes estirpes de Leishmania. 
Espécie Estirpe 
Nº amastigotas/100 macrófagos infetados 
U-937 RAW 264.7 
L. infantum 
IMT 151 123 48 
IMT 373 209 109 
L. major 
LEM 2164 149 82 
LV 561 74 34 
L. infantum/ L. major 
IMT 208 66 33 
IMT 211 100 105 
IMT 392 68 96 
 
O comportamento das estirpes híbridas aqui demonstrado, por um lado intermédio 
relativamente às putativas estirpes parentais e por outro lado divergente entre si, entra 
em concordância com os ensaios “in vitro” descritos nos pontos anteriores assim como 




com outros estudos “in vitro” e “in vivo” realizados com estirpes parentais e híbridas do 
Novo Mundo (Cortes et al, 2012b). 
 
 
Figura 32 – Macrófagos diferenciados da linha celular U-937, infetados com 
Leishmania spp. (A=1000x). 
 
 
Figura 33 – Macrófagos diferenciados da linha celular RAW 264.7, infetados com 
Leishmania spp. (A=1000x). 









CAPÍTULO IV – CONCLUSÕES 
 
Leishmania infantum e L. major são espécies de Leishmania do Velho Mundo, 
responsáveis por leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose cutânea (LC) zoonótica, 
respetivamente. 
Na Bacia mediterrânica L. infantum é o agente etiológico causador de leishmaniose 
canina, LV e, menos frequentemente, de LC. Até à data não foram identificados casos 
autóctones de LC devidos a L. major em Portugal. Porém, ao contrário da LV, a LC não 
é uma doença de declaração obrigatória, estimando-se que diversos casos sejam 
subnotificados ou até mal diagnosticados (Campino et al, 2012).  
Apesar de serem filogeneticamente e epidemiologicamente distantes, foram 
recentemente identificadas, em Portugal, estirpes híbridas naturais de L. infantum/L. 
major, as quais foram já estudadas relativamente ao seu potencial de transmissão (Volf 
et al, 2007; Ravel et al, 2006). Alguns autores debatem, no entanto, a existência das 
estirpes híbridas naturais L. infantum/L. major portuguesas devido à inexistência, até 
então, de L. major no país (Hamad, 2011). Contudo, recentemente foi identificado, na 
região do Algarve DNA de L. major num “espécimen” de Sergentomyia minuta 
(Campino et al, 2013). Foi ainda identificado neste país, um caso de LC importado, 
numa criança de seis anos do sexo feminino, que tinha viajado à Tunísia nos meses 
precedentes. Após diagnóstico molecular da biópsia de pele proveniente de uma das 
lesões cutâneas, foi identificado DNA de L. major (Faleiro et al, 2012). Estas 
descobertas levantam a hipótese da circulação de L. major em Portugal e questionam o 
papel de S. minuta na epidemiologia de Leishmania sp. 
Embora seja considerado um evento raro, a recombinação génica em Leishmania é já 
um evento reconhecido por diversos autores (Akopyants et al, 2009; Miles et al, 2009). 
O fato dos parasitas Leishmania poderem sofrer recombinação genética, é de grande 
importância epidemiológica. Em condições de “stress”, as trocas genéticas poderão ser 
cruciais para a sua sobrevivência e expansão. A hibridação pode permitir a adaptação 
dos parasitas a novos climas, nichos ecológicos, vetores, e hospedeiros, incluindo 
humanos e animais domésticos, assim como a dispersão eficaz de novas características 
biológicas, com potenciais implicações na epidemiologia, resposta a tratamento e, 
consequentemente, controlo da doença (Miles et al 2009). 




Neste estudo, procedeu-se à pesquisa de novos isolados de Leishmania numa região 
endémica de Portugal, com objetivo de identificação de “novas espécies” híbridas e à 
análise do comportamento “in vitro” de estirpes de L. infantum portuguesas, de L. major 
e das estirpes híbridas L. infantum/L. major encontradas no nosso país. Apesar de não se 
ter identificado DNA de “novas espécies” híbridas, encontrou-se uma elevada 
prevalência (45.85%) na região endémica onde se efetuou o estudo. 
Os resultados obtidos, permitiram um melhor esclarecimento do comportamento 
biológico destas estirpes híbridas naturais de L. infantum/L. major (IMT 208, IMT 211 e 
IMT 392), tendo as mesmas demonstrado um comportamento e infeciosidade “in vitro” 
intermédios, relativamente às putativas estirpes parentais, L. infantum (IMT 151, IMT 
373 e IMT 316) e L. major (LV561 e LEM 2164).  
Como complemento a este estudo, seria pertinente a inclusão de mais estirpes híbridas e 
parentais. Seria ainda interessante o estudo “in vivo” em modelo murino, avaliando por 
um lado, as manifestações clínicas e patogenicidade no hospedeiro, com as estirpes 
híbridas e putativas parentais e, por outro, a respetiva resposta imunológica resultante 
da infeção. Será igualmente importante efectuar uma análise genotípica das diferentes 
estirpes, e assim possibilitar uma caraterização mais exaustiva das mesmas. Estes 
resultados poderão também servir de base para o desenvolvimento de outros estudos 
com estas “novas espécies”, relacionados com o papel de biomarcadores de virulência já 
conhecidos, assim como a identificação e caraterização de novos biomarcadores de 
patogenicidade, que permitam um potencial prognóstico do tipo de infeção e avaliação 
do seu risco epidemiológico. 
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Tabela 1 – Padrões originados pelos fragmentos de restrição obtidos com cada endonuclease (Adaptado de: Cortes et al, 2006). 
Endonucleases BglII ScrFI DdeI HpaII RsaI VspI 
Padrões I II I II III I II III I II III IV I II III I II III 
Fragmentos de restrição (pb) 
447 258 411 288 447 319 419 240 410 287 447 350 253 210 253 160 170 310 
 189 36 123  100 28 179 37 123  60 194 197 146 150 137 137 
   36  28  28  37  37  40 48 137 90  
                50  
Pb, pares de bases 
 
Tabela 2 – Genótipos de restrição obtidos (Adaptado de: Cortes 
et al, 2006). 
Perfis 
Padrões originados pelos fragmentos de restrição 
BglII ScrFI DdeI HpaII RsaI VspI
A II I II I I I 
B I I I I I I 
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